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Abstract 



The invention relates to a medicament containing at least one double-stranded oligoribonucleotlde (dsRNA) 
designed to inhibit the expression of a target gene. According to the invention, one strand of the dsRNA is at 
least In part complementary to the target gene. 



Data supplied from the esp@cenet database - 12 



r 

I 



(19) 



J 



Europilsches Patentamt 
European Patent Office 
OfRca europden dss brevetB 



lllilllllllllilllllilllll 

(11) EP 1 144 623 B1 



(12) 



europAische rktentschrift 



(45) NferdffienHichungstag und Bekanntmschung des 
Hinw^es auf die Patenterteiiung: 
28.08^2 Patentblatt2002»S 

(21) Anmeldenummen00910$10.7 

(22) AnmeUetag: 29.01 .2000 



(51) Intel.': C12N 1»11,A61K 31/713 

(86) Internationale Anmeldenummen 
PCT/DEIMM00244 

(87) Internationale VBrSflentllehungsnummdr: 
WO 00/044895 (03.<».2000 Gazette 2000/31) 



(54) VERFAHREN UND MEDIKAMENTZUR NEMMUr<lG DER EXPRESSION EINE8 VORGEGEBENEN 
GENS 

METHOD AND MEDICAMENT FOR INHIBITING THE EXPRESSION OF A DEFINED GENE 

METHODE ET IVIEDiCAMENT DESTINES A INHIBER L'EXPRESSION D'UN GENE DONNE 



m 

CM 



(64) Benannte Vertragsstaaten: 

AT BE CH CY DEDK ES Fl FRGB GR IE ITLI LU 
MCNLPTSE 

(30) Prioritat: 30.01.1990 DE 19903713 
24.i1.1999 DE 19950568 

(43) VerSffenllichungstagderAnmeldung: 
17.10.2001 Patentblatt2001M2 

(60) Tellanmeldung: 

020036B3.6 / 1 214 945 

(73) Patentinhaber: Ribophaima AO 
95440 Bayreuth(DE) 

(72) Erflndan 

• KREUTZER, Rolanil 
95466 Weidenberg{DE) 

• LIMMER, Steprmn 
95447 Bayreuth (D^ 



(74) Vertreter: Gassner, Wfolfgang, Dr. 
Patentanwalt 

01052 Ertangen (DE) 



(56) Entgeganhaltungen: 
WO-A-92/19732 
WO-A-99/32619 



W0-A-98AI6770 



• UHLMANN E ET AL: "ANHSENSE 
OLIGONUCLEOTIDES: A NEW THERAPEUTIC 
PRINCIPLE- CHEMICAL 
REVIEWS,US^ERICAN CHEMICAL SOaETY. 
EA8T0N, Bd. 90. Nr. 4, 1. Juni 1990 (1990-06-01). 
Seiten 543^584, XP000141412 ISSN: 0009-2665 

• MADHURK. ET AL.: "Antlaanae RNA : function 
and feta of duplex RNA In colls of higher 
eukaryotes." MICROBIOLOGY AND 
MOLECULAR BIOLOGY REVIEWS, Bd. 62, 
Dezember 1998 (1996-12)i Selten 1416-1434, 
XP000909741 



Anmerkung: Innerhalb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des europaiachen 
Patents kann Jedennann beim Europfilschen Patentamt gegen daa erteilte europdische Patent EInspnjch einlegen. 
Der Einspruch ist sdiriflllch einzurelchen und zu begiunden. Er gilt erst als eingelegt, wsnn die Einspaichagebuhr 
entrichtet warden isL (Art. 99(1) Europalsches PatentQberelntorranen). 



PMBdbyJein«.7S001 nm{FR) 



EP1 144 623 B1 

Baschreibung 



10 



15 



20 



30 



40 



OS 



*^ Obeibegriff des Anspnjchs 1. Sie batrifil famer ein Medikament 

^ f"* *^'^!<^e«Anspnjch832. einenVWrteWTnachdemObertiegrWdesAMv^ 
rwch den OberbegnfFen der Arapifiche 81 und 114. 
[OOOq EinsolcheaVeifehreniBlauadernachverlHfentllcWw VV099^^ 

auf die hlammung dar Expression von Ganan in Zailan von invarlabratan ab. Dazu ist as arfoniariich, daB das dop- 
pelsbwigige Oligonbonuldaolid eine zum Zielgen identjscfie Sequenz mit einer Lange von mindastens 25 Basen auf- 
WBia^ Zur Eizielung einer efflzlenien Hemmung iat eIne LSnge der Identlschen Sequenz von 300 bis 1000 Basenpaaie 
ertorderlich. Der Harstellungsaufwand aines soichan Qligoribonuldaotids Isi fioch 

SJH V^^ *'™ A^""^ mil basondaren Saloindifslnjlduren. wbei die Anti- 

a™^RiW in Fonn ainw sie kodlerendan Valdois voriiegt. Beidar Antl^nnfligA handeltes sich om ein RNA^MolekOI 
• ^^"^ ™ Berelchen der mRNA lat Dureh BIndung an diese Berelche wird eine Hemmung der Genexpres- 
won bevwrW. Duse Hemmung ierm insbesondere zur Diagnose und/oder Therapie von Ertcrankungen. z.B. •nmorw- 
krankungen odar viralan Infaktionan, aingesatzl warden. - Die AnU^nn-RNA muQ nachtaiiigeiwelsa In einer IMenga 
in die Zelie eiri^bracht warden, die mindastens ganauso gio& wie die Menge dar mRNA 1st. Ola Wlritsamkait der 
bekaniitenAntl-Slnn-Veri!ahrenl8tnlchtbesonderehoch. n««™ianaer 
SJTl ytf"}^ 5.712.257 ist ein Medikament bekannt, das fehlgepaarte doppelstrangige RNA (dsRNA) und 
SS.n uili if"? ^^"^ in Form eines temiren Komplexes mIt einem oberflMienak. 

tivan Mri^\ entliait. Die dabai van«andate dsRiviA bestaht aus synthatisch liaigastallten NuWelnsiureelnzeistrgngen 

mngOTmrteirwnderein.sodalitWilgepaarlBlXvpel8trangegebildetw 

T^TTcmI^ T Retrovlren, wie HiV. Die Vermetimng des Vims kann gehemmtwerden. wenn niciit-sequenzsp^ 
ziRsche dsRNA in die Zellen eingabracht wird. Es kommt dabei zu einer induMion von Interferon, wodunrh de Vkus- 
r«r^^^ oehemmt werden soD. Der hemmende Eflekt bzw. die Wirfcsamkalt dieses Vbrfaiirens ist gering 
[OOOq Ausn,e.A.et.al.NATURE.\ft«.301.pp.806iste8bekaniit.dalidsRNA.deM^ 

IS!S!ZImL'^T VTT^ ^^^^ Exp"»'ton dieses Gens mit einer hohen 

Wlitaamk^ twmmL Es wird die Aulbssung vertreten, OalS. die besondere Wirksamkett der venwendeten dsRNA In 
Zelien des Fadenwurms nicM auf dem Artl^inn-Prinzip berulit. sondem mogiichefweise auf katatyOsctie Bgenschaf- 
ten der dsRWA bzw. durch sie Induzierte Enzyme zuriickzufDiiren Ist. - Ober die WIrksamkeit spezifischer dsRIM In 
bezug auf die Hemmung dar Genexprassion. Insbesondere m SSugeizellen und humanen Zellen. Win dIeaemArtikel 
rncnis ausgesagt. 

IVm Die WO 82/19732 betrifft Antt^nnOligonukiaotide und deren Verwendung. Die einzeistidngigan CMgonu- 
WeobdesindaimSchutzgegenenzymalischenAbbaudurcti ExonukleasenruckgelBltetodertopologlschgesctitassen 
JWB Wirkung beruM insbesondere auT der Blockade der Expression von Zlelgenen duich DipeUtelbdilndung. 
PHI07] Die WO 9W0577D betrtffl eine Anfl^nn-RNA. Die Antl^inn^lNA wew einen dopp^ 
hTT-. '^i^ komplemeniar zum Zieigen. Belm doppeistringigen Berek^ handelt es slcii um eine 
JflTh eine Poiy^CGC ... - sequenz erzeugte selbstkompiemefitere Faitung. welcha der Stabiiisiening des MolekOis 

pwofl^ Ulmann et al.. 2377 Chemteal Review. 90 (1 990) June, No. 4, \M»hlngton DC. US gibt einen Oberblick Ober 
die WiritungawBiae von Anti-Sinn-Oilgonukieotklen. 

Vnm Aufgabe der vorliegenden Eriindung ist es, die NacMelia nach dem Stand der Tectinik zu beseitlgen Es soil 
JistwsondwalnmSgllctisteffizientesV^ 

zur Herstellung eines Medikaments bzw. Wirksfoflb angegeben werden, mit dam/der alna besonden wliKsame HaiiH 
mung der Expression eines vorgegebenen Zlelgens bewlrkbar isL 

[0010] Oiese Aufgabe wird dureh die MerKmale der AnspiQche 1. 32. 83. 81 und 114 geldsL Vbrtellhafle Ausgestai- 
tungen eigeben sich bus dan AnsprOchen 2 bis 31. 33 bis 62, 882 bis 113 und 115 bis 125 
(0011] Die Aufgabe wird gel68lu.a. dureh die MerlcmaleAnspnjchsl. 

pwiq Es hat sich Oberraschendenweise gezeigt, dafi berelts bel einer Lange des kompiementSren Beralctw vori 
weniger ais 25 auleinanderfblgenden NuMeoUdpaarsn eine wirfcsame Hemmung der Expression des Zielgens erretett 
weiiden kann Entsprechende Oligoribonukieotidekannen mitgeringerem Hersleilungsaufwand bereltgestelltwerden 
1001?) I'wbesonderedsRNAmitalnerLangevonmehrBlsSO NuMeotidpaBreninduzlertinSiugerzeiienundhuTO^^ 
nen Zellen besHmmte zellulire Mechanismen, z.B. die dsRiyArabhingige Proteinidnase Oder das 2-SArSystem Das 
wrwtzum V^chwinden des dureh die eine definlerte Sequenz aufWeisende dsRNA vennitteilen Interl^zelMdes 
^urch wind die Proteinbiosynlhese in der Zelie blocMerL Insbesondere dieser NachteO wird dureh die vortlegende 
crnndung beseiogt. 

IdngerkettigendsRNAsdeutlichertelchtBit. aw^^ 
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[0015] Es hat sich al8 vorteilhaft erwiesen, daQ die dsRNA in mioeDarB Strukturen, vorzugswaiee in Uposomen, 
vorliegt Die dsRNA kann glelchfalte in viraie natOrliche Kapsida Oder in auf chamlschem oder enzymatischem Wag 
hergestsnte kOnsHicha Kapeide oder davon abgeleHeta Strukturen eingeschlossan sain. - Die vorgenannten Merkmaie 
ermdglichen ein EInsclileusen der dsRNA in vorgeg^ne Zielzellen. 

s [0016] Das zu liemmende Gen wird zweckmaUfgerweise in eukaryontischen Zellen exprimiert. Das Zielgen kann 
aus derfolgenden Gruppe ausgewghtt sein: Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Pratein-Gen, Entwicklungsgen, Priongen. Es 
kann auch in pathegenen Organismen, vorzugsweise in Piasnuxiien, exprimiert warden. Es kann Bestandteii eines, 
vorzugsweise humanpathogenen, Virus oder Virokls sein. - Das vorgeschlagene Verfahrenerrndglicrit die HerateQung 
von M\t\e\n zur TTierapie genetisch gesteuerter lO-ankheiten, zB. Krebs, viraler Erkrankungen oder Morbus Atzlieinier. 

10 [0017] Das Virus oder Viroid kann auch ein tier- oder pianzenpathogenes Virus oder Viroid sein. in diesem Fall 
eHaubt das erfindungsgemiQe Verfahren auch die BereitsteDung von Mfttaln zur Behandlung von Tier- oder Pflanzen- 
krankheiten. 

[0018] Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal IstdiedaRNAabschnittsweisedoppeistrangIg ausgeblldet Die 
Enden derdsKNA konnen modlfiziert werden, urn einem Abbau in derZeile oder elnerDissozralion in die Einzelstr&nge 

IS entgegenzuwirken. Eine Dissoziation tritt ind}esondere bei Verwendung niedriger Konzentrationen oder kurzer Ket- 
tenldngen auf. Zur besonders wirkramen IHemmung der Dissoziation kann der durch die Nukieotidpaare bewiricte Zu- 
sammenhait der doppeiatrdnglgen Struktur durch mindeatens eine, vorzugsweise zwel, weltere chemische VerknQp- 
fijng/en erhdht werden. - Eine erfindungsgemafte dsRNA, deren Dissoziatbn vermindert Ist, waist eine hdhere StaUiitat 
gegen enzymatischen und chemisctien Abbau in der Zeile bzw. Im Organismus auf. 

20 [0019] Die chemische VerknOpfung wird zweckmal^gerweise durch eine kovaiente oder k^nische Bindung, eine Was- 
8erstofibrtickent>indung, hydrophot)e Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der-Waalsoder Stapeiun^wechseiwlr- 
kungen, oder durch IMetall-lonenkoordinatron gebiidet Sle kann nach einem besonders vortellhaften Ausgestaltungs- 
merkmai an mindeatens einem, vorzugsweise an beiden, Ende/n hergesteDt werden. 

[0020] Es hat sich waiter als vorteiihaft erwiesen, dall die chemische Vericnupfung mittels einer oder mehrerer Ver- 
25 bindungsgmppen gebiidet wird, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poiy-(oxyphosphinicooxy-1 ,3-propan- 
dkd)- und/oder Poiyethylengiycol-K^ten sind. Die chemische VerknQpfting kann audi durch in der doppeistr^gigen 
Stmktur anstelle von Purinen benutzte Purinanaksga gebiklei werden. Von Vprteil ist es femer, daft die chemische 
VBrknupfung durch in der doppelatrflngigen Stmklur eingefQhrte AzabenzDieinheilen geblUet wind. Sie kann auOerdem 
durch in der doppelstr&ngigen Struktur anstelle von Nukleotiden benutzte. verzweigts NuMeotidanatoga geblUet wer- 
30 den. 

[002K1] Ea hat stoh als zweckmfilUg enwieaen, dai% zur HersteDung der chemiachen VerknQpfting inlndestens eine 
derfolgenden Gmppen benutzt wird: Methylenbiau; blftmktionene Gmppen, vorzugsweise Bl8-(2-chk>rethyl}^amln; N- 
aoetyi-N'-(p-gtyoxylbenzoylH7ystamin; 4-Thiouradl; Psoralen. Femer kann die chemische VeriwiCipfung dun;h an den 
Enden des doppeistrgngigen Berelchs angebrachte Thiophosphoryi-Gruppen gebiidet werden. Vorzugsweise wird die 

36 chemische Verknupfung an den Enden des doppeiatringigen Bereichs durch Tripeihelix-Bindungen hergestelit. 
[0022] Die chemische VerknQpftjng kann zweckmSt^igenwelse durch uitravloleftes Licht Induziert werden. 
[0023] Die Nukieotlde der dsRNA konnen modifiziert sein. Dies wirict einer AkUvierung dner von ddppeistranglger 
RNAabhdngigen Protelnkinase, PKR, in der Zeile entgegen. Vorteilhafterweise ist mindestenseine2'-iHydroxylgruppe 
der NukleotkJe der dsRNA in der doppeistrangigen Struktur durch eine chemi^he Gruppe, vorzu^weise eine 2*- 

40 Amino- oder eine 2*-IMethyigmppe, ersetzL Mindestens ein Nukleotk) in mindestens einem Strang derdoppeistranglgen 
Stmktur kann auch ein aogenanmtes locked nudeotkU" mit einem, vorzugsweise durch eine ^-0, 4 -C-MethylenbrQk- 
ke, chemisch modifizterten Zuckerring sein. AA>rteiihaftenMeise sind mehrere Nukleotide 'locked nucleotides'. 
[0024] IMach einer weiteren besonders vorteiihaflen Ausgestaltung ist vorgesehen, dali die dsRNA an mindestens 
ein von einem Vinjs stammendes, davon abgeieitetes oder ein synthetisch hergesteiltes virales Huilprotein gebunden, 

45 damit assoziiert oder davon umgeben wird. Das IHQiiprotein kann vom Poiyomavlrus abgeieltet aeln. Es kann das 
Huilprotein das Vims-Pratein 1 (VP1) und/oder das Vims-Protein 2 (VP2) des Poiyomavlrus enthalten. Die Venvendung 
derartiger HOIfproteine ist z.B. aus der DE 196 16 797 A1 bekannt. - i3ie vorgenannten Merkmaie erieichtert wasentlich 
das Einfuhran der dsRNA in die Zeile. 

[0026] Vorzugsweise ist bei Biklung eines iCapsids oder kapsldartigen Gebiides aus dem HQilproteln die eine Selte 
50 zum inneren des Kapsids Oder kapsldartigen Gebiides gewandt. Das gebildete Konstmkt Ist besonders stabil. 

[002q Die dsRNA kann zum prlmftran oder prozessierten RNA-Transkript des Zielgens kompiementdr sein.- Die 
Zeile kann eine Vertebratenzelle oder eine menschilche Zeile sein. 

[0027] Es konnen mindestens zwel voneinander verschledene dsRNAs in die ZeDe eingefQhrt werdenp wobei ein 
Strang jeder dsRMA zumindest abschnittsweise komplementar zu jeweils einem von mindestens zwel verschledenen 
55 Zielgenen ist. Dadurch ist es mogiich. gleichzeitigdie Expresston mindestenszwei verschiedener Zielgenezu hemmen. 
Un die Expresston einer von doppeistrangiger RNAabhanglgen Protelnkinase, PKR, in der-ZeOe zu unterdivcken, 1st 
eines der Zielgene vortellhafteniveise das PKR-Gen. Dadurch kann dto PKR-AktMtdt In der ZeDe wiricsam unterdrOckt 
werden. 
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I«0^ Nach M8ag8bederErfindung«flixJdieAutiaBbef™<fcjicheinMedlcBmentniH*^ 
Che 32 bzw. 63geldst. - Es hat sich QberiBschend gezeigt. da& eine solche dsRNA sich ate Medlkament zur Hemmung 
der&pressioneinesvoroegebenanGensinSiiigeraltenbzw. in einempflanzenpathoQenen Virus oderViroldBeigneJ 
Die Hemmung wind im Vergleich zur Verwendung eInzetetrSngiger Oligorlbonukleolfde beretts bel KonzentraUonen 
bewirtd. die urn mindestens eIne GrSOenordnung niedriger sind. Das erfindungsgema&e Medikamentlst hoch wirksam 
E6 sind geringere Nebenwirkungen zu erwarton. 

PjOaq Klachweiteiar MaOgabe dar Eifindung wild die Aufgabe durch eine Verwendung eines Ollgorlbonukleotids 
rnn den Merlcmalen des dee Ampnichs 81. - Oberraschenderwelse eignet sIch eIne solche dsRNA zur HereteUung 
anw Medikarnentszur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens. Bei einer Verwendung von dsi^NA wM 
dw Hemmung im Vergleich zur V^endung einzelslrangiger OligoribonuMeoiide schon bei urn eIne Gr«Qenordnung 
genngeren Korzentreliow bewlrM. Die erfindungsgemiBe Vmrandung ermfiglfcht also die Heistelliing besondens 
. wirksamer Medikamente. 

10030] NachweBererMaBgabe der Eiflndungwlrd die Au)iaabegel6st durch die Vbnfirendungel^ 

IMeitonalen dee Anspnicha 114. - Die Vsrwendung eines solehen VUdors eimegllcht eIne besonden wlrfonme Gen- 

inerapie. 

[0031] Hinsichflwh vorleiihafier AusgestaHungen des Madlkaments und der V^nwendung wild auf die Beschieibung 
dervorangegangenenMerkmaleveiwIesen. « « «»««^iwDung 

PHOXi Nachfolgend warden anhand der Figuren AusfQhmngsbelspieie der Erllndung nfiher erlfiuterL Es »^n: 

» Fig.1 dwschernatiseheDarstellungelnesHasinidsfOrdleihi^i^TranskripttonmitTr-^ 

Rg. 2 RNA nach Elektrophorase auf einein 8%igen Polyaciylanildgel und BhldiumbmrtdMrburH). 

Rg.3 «™DareteliungiadioaldiverRNATrBnskriptenachEleMiophofe8eaufeinem8%igenPdyB^ 
» mil 7 MHamstolfniittels eines 'Instant Imagers' und 

Fig. 4 a- e Texas-I^ und YFP-Fluoresasnz In murfnen Hbrablastan. 
Auaiahrmiaabeispiel 1: 



[0033] Die inhibition derTranskriptlon wurdedureh sequenztiomdoge dsRNAin eineinto Mro-Ttanskripttonssystein 
BemH\ llneansians Hasmid pCMV1200. 
^ Hersteliunq der Matrizenplasmide: 

PJOSfl Zur Vnwendung bel der enzymalfschen Synthase der dsRNA wurde das in Fig. 1 daigesteilte Piasmid kon- 
smj ert. Dazu wurdezunflchstelne Polymeras&4Cettenreaklion (PGR) mit der "positive control DNA'des HeLaScrfbeO 
Nuclear Extract /n t^/oTianskriptionskilsder Runa Promega, Madison, USAais DNA-IMatrizeduichgafttirL Einer der 
verwendeten Pnmer enihielt die Sequenz einer EcoRI-Schnittstelle und des Tr-RNA-Poiymerase-Pnxnotore gemSB 
Sequer^rolokoiiNr. 1. Der andere Primer enihielt die Sequenz einer SamHi-Sehnltlslelle und des SPMNA-POiym^ 
tBse-Promotoia gemgQ SequenzprotokoH Nr. 2. Dariiber hinaus wiesen beide Primer an ihren 3'-Enden identlsche 
taw. koinpienientiie BerekrfiezurDNA^tetrizeauf. Die PGR wurd^ 

™* Hersfeiierangaben durchgeiOhrt. In einem Vohimen von 100 aS wurden 1.5 mM MgCI, Je 
mOjM dNTP. Je 0.6 |iM Primer. 2.6 U rao^JNArPoiymarBse und etwa 100 ng -positiva oontrei DWT als Matrl^ In 

erfoigtedle Ampiiflkatnn in 302Vklan vonje 60Sekunden Denaturianing bel 94»C. 60 Sekunden Annealing bei 5»C 
wrterlialb der berechneten SchmelztsmpeFatur der Primer und 1,5-2 Minuten Poiymerisation bei 72»C. Nach einer 
SchiuBpoiymensation von S Minuten bei 72X wurden 5 pJ des Reaktionsansatzes durch AgaiosegeleleMrophorase 
analysiert. Die l^ge des so amplifizierten DNArFragmenUa betrug 400 Basenpaare. wobel 340 Basenpaare der 
positive ooiirol DNA" entsprachen. Das PCR-ProduU wurdeaufgerelnigt. mH a»RI und BamH\ hydrolysiert und nach 
erneuter Aufreinigung zur Ugatton mIt einem ebenfaiis duroli EcoRi und BamHI hydrolysierten pUC18 Vektor elnge- 
setJd. & eriblgte Thinsliormatkvi von £ coff XLI-Wue. Das erhaltene Piasmid (pCMV5) ti«gt ein DNArFragment das 
am S-'Ende von dem 77- und am S'-Ende von dem SP6-Promotor flankiert wirti. Durch Unearfsiemng das Plasmlds 
mit Sa/nHi kaiin es in vltm mit der TT-RNA-Poiymerase zur /ufl-oiSC-Transkriplton einer 340 NuklealMe iangen, in Se- 
quenzprotokoil Nr. 3 dargestellten, einzelsirangigen RiMAelngesetzl weiden. VWrd das PlasmM mit EcoRi Gnearisiert. 

r.^^i^II!!^""^''"'*^'*"""''*®'^''^-^ eingesetzt werden, wobei der komplementfire Strang 
emsiem. Entsprechend dem zuvordargestellten Vertiahren wurde auch eine 23 NuMeotUe langare RNA synthetisiert 
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Dazu wurde eine in Sequenzprotokoll Nr. 4 dargestelHB DMA uber die EcoRI und BBmHI-Schnittotsden mit dem pUC18 
Vektorligierf. 

10033 Al8 DNA-Ma1iiz9 fQr die In vHro-Transkription mit HeLa-Kemextrakt wurdedas Plasrrdd pCMV1200 iconstruiert. 
Dazu wurde ein 11 91 bp groQes EcoRI/BamHi-Fragment der Im HeLaScrfbe® Nuclear Extract In vftm Transkriptlonsklt 
s enthaltenen Positivlconlrdl-DNA mitteis PCR ampflfiziert Das ampiifizierte Fragment umfafit den 828 bp grollen "un- 
mlttelbar frOhen*' CMV-Promotor und ein 363 bp groQes transkribierbares DNA-Fragment. Das PCR-Produld wurde 
uber "T-Oberhang"-Llgation mit dem Vektor pGEM-T Itgieri Am 5'-Ende dee Fragments let eine BamHI-Schnittstelle. 
Dm Plasmid wurde durch Hydrolyae mit BamHI linearlsierl und ate Matrize zur rtiivofF-Tfanskription eingeselzt. 

10 In wto-Transkription der komplementaren Einzelatrange: 

[003q pCMV&-R8smld-DNA wurde mit EcqRI bzw. ee/nHI llnearisiert. Sie wuide als DNA-Matrize fOr eine In 
Transkriptlon der komplementaren RNA-Elnzelatrdnge mit SP6- bzw. TT-RNArPdIymeraae verarendet. Dazu wurde 
(tea "Riboprobe in wfro Transcription" System der Fimna Pnomega, Madson, USA eingesetzt Nach Heretellerangaben 
15 wurden 2 ^g linearisierte Plasmld-DNA in 100 ^1 Transkriptionspuffer und 40 U T7- oder SP6-RNA-PolymerBse 5-6 
Stunden bei 37"C inkublert. Anschlleltond wurde die DNA-iMatriza durch Zugabe von 2,5 |il RNase-freier DNase RQ1 
und Inkubatton fQr 30 MInuten bel 37^C abgebaut. Der TranskrlpHonsansatz wurde mit auf 300 |jJ auljgeliQlIt und 
durch Phenolextraktion gerelnlgt. Die RNA wurde durch 2:ugabe von 150^ 7 M Ammonlumacatat und 1125 p\ Ethanol 
geHlit und bis zur Hybrldlalerung bei -65^C aufbewahrt 

20 

HersteBung der RNA-Doppeistrinfle: 

[0037] Zur Hybrldisiemng wurden 500 \ii der In Ethanoi aufbewahrten und gefiltten elnzeistrSngigen RNA abzentrl- 
fuglert. Das resuitierende Pellet wurde getrocknet und in 30 ^1 PiPES-Puffer, pHt 6,4 in Gegenwart von 80 % Formamid, 
25 400 mM NaCI und 1 mM EDTA aufgenommen. Jeweiis 15 |il der komplementaren Einzeistrgnge wurden zusammen- 
gegeben und filr 10 IMinuten auf 86^C erhitzL Anschlieaend wunden die Ansfltze be! 60^C Qber Nacht inkublert und 
auf Raumitemperaturabgekuhlt. 

[0038] Bel der Hybridislerung wurden nur annahernd aqulmolare Mengen der belden Einzelstrange eingesetzt Da- 
durch enthietten die dsRNArPraparatk)nen einzelstrangtge RNA (ssRNA) als Kontamination. Um diese ssRNA-Konta- 

30 minetionen zu entfemen, wurden die Ansfitze nach der Hybridisierung mit den einzeistrangspezifischen FUbonukieasen 
RNase A aus Rinderpankreas und RNase T1 aus Aaper^Ous oryzoe behandelL RNase A ist eine filr Pyrfmidlne spe- 
ziflsdie EndoilbonuMease. RNase T1 ist eine Endohbonukieasep die bevorzugt auf der 3*-Seite von Quanosinen 
schnekiet. dsRNA ist kein Substrat fur diese Ribonukieasen. Fur die RNase-Behandlung wurde zu den Ansatzen In 
300 pJ Tris, pH 7,4, 300 mM NaCI und 5 mM EDTA 1,2 |il RNaseA in einer Konzentration von 10 mg/ml und 2 |il 

35 RNaseTI in einer Konzentration von 290 |ig/ml zugegeben. Die Ansatze wurden 1 ,5 Stunden bei 30^C inkubiert Da- 
nach wurden die RNasen durch Zugabe von 6 |U Proteinase K in einer Konzentration von 20 mg/ml sowie 10 iil 20%iges 
SDS und Inkubation fur 30 MInuten bei 37**C denaturiert. Die dsRNA wurde durch Phend-ExtrakMon gereinigt und mit 
Ethanoi gefilit. Um die Volistfindigkeit des RNase-Verdaus OberprOfen zu kdnnen, wurden zwei Kontrollansdtze mit 
ssRNA analog zu den IHybrid^ierungsansatzen behandeit. 

40 [003q Das getrocknete Pellet wurde in 15 pJ TE-Pufferp pH 6,5 aufigenommen und auf einem B%igen Gel einer 
nativen PolyacryiamidgeieleMrophorese unterzogen. Das Acrylamldgel wurde anschliefiend in einer EthMiumbromid- 
I5sung gefarbt und in einem Wasserbad gespult Fig. 2 zeigt die auf einem UV-Transillumlnator skMwr gemachte 
RNA Die auf Spur 1 aulgetragene sensB- und die auf Spur 2 aufgetragene e/if/sense-RNA zeigten unfer den gewahlten 
Bedingungen ein anderes Lautvertialten ais die auf Spur 3 aufgetragene dsRNA des Hybridisierungsansatzes. Die auf 

46 den Spuren 4 bzw. 5 aufgetragene RNase-behandette sense- bzw. antfsense-RNA erzeugte kelne sichtbare Bande. 
Dies zeigt, dafi die einzeistranglgen RNAs volistandig abgebaut wurden. Die auf Spur 6 aufgetragene RNase-behan- 
delte dsRNA des Hybridisiemngsansatzes isi rasisfent gegenOber der l^ase-Behandiung. Die im nativen Gel Im Ver- 
gieich zu der auf Spur 3 aufgetragenen dsRNA schneiler wandemde Bande resultiert aus dsRNA, die frel von ssRNA 
tsL Neben der dominiefenden Hauptbande tr^n nach der RNas&Behandiung schwMiere, sctineiler wandemde 

50 Banden auf. 

In wtfo-Transkriptions-Test mit menschiichem aiikgmextrakt 

[0040] Unter Verwendung des HeLaScrit)e® Nuclear Extract In \^ Transkriptionskits der Flm» Promega, Madison, 
55 USA wurde die TranskriptionsefTizienz des oben angegebenen, im Plasmkl pGMV1200 enthaitenenp zur "positive con- 
trol DNA" homologen DNA-Fragments in Gegenwart der sequenzhomdogen dsRNA (dsRNA-CMV5) bestimmt. Au- 
Qerdem wurde der Elnfiul^ der nichtsequenzhomotogen , dem "Gelb fiuoreszierenden Protein" (YFP}-Gen entsprechen- 
den dsRNA (dsRNA-YFP) untersucht. Diese dsRNA war anatog zur seguenzhomologen dsRNA hergesteitt worden. 
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Die Sequenz eines Stmnges dieser dsRNA ist Sequenzprotokoll Nr. 5 zu entnehmen. Ats Matrize fur die rurhoffTmn- 
skription diente das Plasmid pCMyi200. Es trggt den "unmittelbar frtihen" Promotor dee Cytomegallevirus, der von 
dereukaryotischen RNA-Pdymerase II ericannt wild, und ein transkribieitores DNA-Fragment. Die Transkription er- 
fblgte mittels des IHeLa-KemextralctSp der alle notwendigen Protelne fUr eine Transkription enthSlt. Durcfi Zugabe von 

5 [•-32p]rQ7P 2ijm Transkriptionsansalz wurde radioaktiv markiertes Transkript ertiatten. Das verwendete [•"^PJrGTP 
hatte eIne spezifische Akth/ltfit von 400 Ci/mmol, 10 mCi/ml. Pro Ansatz wurden 3 mM MgClg, je 400 rATP. rCTP, 
rUTP, 16 rGTP. 0,4 [-32p]rGTP und Jenach Versuch 1 frnol linearisierte PlasmkWNAund verschiedene Mengen 
an dsRNA in Trenskrjptionspufrer eingesetzt Jeder Ansatz wurde mit HjO auf ein Volumen von 6.5 iii aulgeTuIlt. Die 
Ansaize wurden vorsichtig gemischt. Zum Starten der Transkription wurden 4 U HeL^ICemextrakt in einem Volumen 

10 von 4 111 zugegeben und fur 60 Minuten bel 30°C inkublert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 67,5 yd auf 30°C 
erwarrnten Stopp-Mix beendet. Zur Entfernung der Protelne wurden die Ansatze mit 100 ^1 Phenol/ChioroliDnn/lsoe- 
mylalkohol (25:24:1 , mNN), gesattlgt mit TE-Puffsr, pH 5.0. versetzt und 1 Minute kraflig gemischt. Zur Phesentrennung 
wurde etwa 1 Minute bel 12000 rpm zentrffligiert und die obere Phase in ein neues Reaktionagefafi QberfiQhrt. Zu Jedem 
Ansalz wurden 250 \l\ Elhanol zugegeben. Die Ansatze wurden gut gemischt und fur mindestens 15 IMInuten auf 

IS Tnockenels/Methanol inkublert. Zur Prazipitatlon der RNA wurden die Ansatze 20 Minuten bel 12000 ipm und 4''C 
zentrifugiert. Der Obersiand wurde venworfen. Das Pellet wurde 15 Minuten Im \Muum getrwknet und In 10 ^i H2O 
resOspendlerL Zu Jedem Ansatz wurden 10 |il denaturlerender Probenpuffer zugegeben. Die Tiennung des frelen GTP 
vom entstandenen Transkript erfolgte mitleisdenaturierender Polyacrylamid-Geielektrophorese auf eInem 8%igen Gel 
mit 7 M HamstofT. Die bel der Transkription mit HeLa-Kemextrakt geblkleten RNA-Transkripte In denaturierendem 

20 Probenpuffer wurden fur 10 Minuten auf BQTC erhltzt und 10 ^1 davon soforl in die frisch gespuiten Ptobentaschen 
aufgetragen. Die Elektn^phorese erfolgte bel 40 mA. Die Menge der bei der TVanskription gebfldeten radkmktiven ssR- 

wurde nach der Eiektrophorese mit Hilfe eines /nstenf /msger anaiyslert. 
[0041] Fig. 3 zelgt die mitlels des Instant tmagers dargestente radk3aktlve RNA aus eInem reprSsentativen Tests. Es 
wurden aus ffolgenden Transkr^jftransansatzen gewonne Ptoben au^et^ 

Spur1: ohne Matrizen-DNAp ohne dsRNA; 

Spur 2: 50 ng Matrizen-DNA, ohne dsRNA; 

Spurs: 50 ng Matrizen-DNA, 0.5 fig dsRNA-YFP; 

Spur 4: 50 ng Matrizen-DNA, 1 ,5 ^o dsRNA-YFP; 
30 Spur 5: 50 ng Matrizen-DNA, 3 jig dsRNA-YFP; 

Spur 6: 50 ng Matrizen-DNA, 5 rig dsRNA-YFP; 

Spur 7: ohne Matrizen-DNA. 1,5 dsRNA-YFP; 

Spur 8: 50 ng Matrizen-DNA. ohne dsRNA; 

Spur 0: 50 ng Matrizen-DNA. 0.5 ^ig dsRNA-CMV5; 
36 Spur 10: 50 ng Matrizen-DNA, 1.5 |ig dsRNA-CMV5; 

Spur 11: 50 ng Matrizen-DNA, 3 M dsRNArCMVS; 

Spur 12: 50 ng Matrizen-DNA, 6 mO dsRNA-CMVS; 

[0042] Es zeigte sich eine deutliche Verrlngerung der Menge an Transkript in Gegenwart von sequenzhomologer 

40 dsRIMA Im Vergieich zum Kontrollansalz ohne dsRNA sowie auch zu den Ansatzen mit nlchtHsequenzhomologer dsR- 
NA-YFP. Die Positlvkontrolie In Spur2 zelgt, daft bei der /n vnEro-Transkriptton mit HeLa-KemextraM radtoakHves Tran- 
skript gebiidet wurde. Der Ansatz dient zum Vergleich mrt den Transkrii^ionsansatzen. die in Gegenwari von dsRNA 
inkublert worden waren. Die ^uren 3 bis 6 zeigen. dat^ die Zugabe von nicht-sequenzspezifisGher dsRNA-YFP keinen 
Einflufi auf die Menge des geblldeten Transkripts hat. Die Spuren 9 bis 12 zelgen. daft die Zugabe einer zwischen 1,5 

45 und 3 |ig llegenden Menge sequenzspezlfischer d5RI^-CMV5 zu eIner Abnahme der gebiUeten Transkript-Menge 
fuhrt. Urn auszuschiieOen, dal& d» beobachteten Effekte nKht auf der dsRI^ sondem auf einer moglichenffeise bei 
der l-iersteDung der dsiWAunabsichtllch mItgefQhrten Kontamlnation beruhen. wurde eine weitere Kontrolle durchge- 
fuhrt. Einzelstrang-RNA wurde wie oben beschrieben tmnskribiert und anschlieQend der RNase-Behandlung unterzo- 
gen. Mittels natlver Polyacrylamidgeieiektrophorese konnte gezelgt werden. daft die ssRNA vollstSndig abgebaut wor^ 

50 den war. Dleser Ansatz wurde wIe die Hybrldlsierungsansat^ eIner Phenolextraktion und einer EthanoHillung unter- 
zogen und anschOeQend In TE-Puffer aufgenommen. Auf diese Weise wurde eine Probe erhaiten. die kelne RNA 
enthleit. aber mit den glelchen Enzymen und Puffern behandelt worden war wie die dsRivlA. Spur 8 zeigt, daft der 
Zusatz dieser Probe keinen EInflufi auf die Transkription hatte. Die Abr^hme des Transkripts bei Zugabe sequenz- 
spezlfischer dsRNA kann deshalb eindeutig der dsFlNAseibst zugeschrieben werden. Die Reduzierung der Transkript- 

^ Menge eines Gens In Gegenwart von dsRNA bei einem menschllchen Transkriptronssystem zeigt eine Hemmung der 
Expression des entsprechenden Gens an. Dieser Effekt ist auf einen neuartlgen. durch die dsRNA bedingten IMecha- 
nismus zurOckzufOhren. 
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AugfDhrungsbelgpiel 2: 

[0043] Als Testsystem fOr dtese in MVo-Experimente diente <fie murine Fibroblaeten-ZelGnie NIH3T3, ATCC CRL- 
1658. Mit Hirfe der Mikrolnjektion wurde das YFP-Qen in die Zellkerne eingebracht Die Expressbn des YFP wurde 
5 unter dem Einflufi gteichzeitig mittransfizierter sequenzhomologer dsRNA untersucht Diese dsRNA-YFP 1st iiber eine 
LSnge von 315 bp zum 5'-Bereich des YFP-Gens homolog. Die Nukleolidsequenz eines Strangs der dsRNA-YTP ist 
in SequOTzprotolcoli Nr. 5 wiedergegeben. Die Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop erfdgte 3 Stunden nach 
Injaktion anhand der giQn-gelben Fiuoreszenz des gebildeten YFP. 

10 Itonstrnktlon des Malrizenpiaamlds und Hersteliung der dsRNA: 

[0044] Als liAatrize fOr die Hereteliung der YFP-dsRNA mittels T7- und SP^n vftro-Transkriptkm wurde ein Rasmid 
nach dem gleichen Prinzip wfe Im AusfQhmngsbelspiel 1 beschrieben konstruierl. Das gewOnschte Qenliragment wurde 
unter Verwendung des Primers £colT7_ YFP gemali Sequenzprntokoii Nr. 6 und fiam_SP6_YFP gemafi Sequenz- 
15 protokoit Nr. 7 mittels PGR amplifiziert und analog zu der obigen Beschreibung zur hiersteliung der dsRNA venfvendet. 
Die ertiaitene dsRNArYFP ist kJentisch mit der in AusfQhrungsbeispiel 1 ais nicht-aequenzspezifiaohe Kontrolle ver* 
wendeten dsRIMA. 

[0045] Es wurde eine am 3-Ende der Rl^ gemSI^ Sequenzprotokoli Nr. 8 Qber eine C18-Llnkergmppe chemiach 
mit dem 5*-Ende der kompiementSren RNA verknQpfte dsRNA (L-dsRNA) hergestellt. Dazu wurden mit Disulfkl-BrOk- 

20 ken modifizierte Synthone venvendet. Das 3 -terminale Synthon ist uber den 3'-Kohienstoff mit einer aliphatischen 
Unker-Gruppe Qber eine DisuifldbrOcke an den festen Triger gebunden. Bei dem zum S'-terminaien Synthon des einen 
Oiigoribonukleotida komplementaren 5 -terminaien Synthon des kompiementaren Oiigoribonukleotids Ist die S'-Trityi- 
schutzgruppe Qber einen weiteren aiiphaHschen Linker und eine DIsulfidbrQcke gebunden. Nach Synthese der beiden 
Einzeistrange, Entfemen der Schutzgruppen und l-lybridisieaing der kompiementaren 01igorit>onukleotide gelangen 

25 die entstehenden Thiolgruppen in rdumQche Nachbarschaft zueinander. Durch Oxidation warden die Einzeistrgnge 
Qber ihre aliphatischen Linker und eine DisulfkJbrOcke miteinander verknOpft. AnschlleOend eriblgt Reinlgung nrtft HHlie 
derHPLC. 

Vofteraitung der ZelPcuiturBn: 

30 

[0046] Die Zelien wurden In DMEM mit 4,6 g/l Glucoaep 10 % totalem Rinderserum unter 7,5 % C02-Atmo8phSrB 
bei 37''C in lOjIturschaien inkubiert und vor Errelchen der KonHuenz passagiert Daa Abldaen der Zelien erfblgte mit 
Trypsin/EDTA. Zur Vorbereltung der Mikroiriiektion wunden die ZeOen in Petrischalen ObarfOhrt und bis zu Blldung von 
. MilcrakolGnlen welter Inkubiert 

35 

liflikroiniektton: 

[0047] Die Kuiturschaien wurde zur Mikrolnjektion fOr ca. 10 Minuten aus dem inkubator genommen. Es wurde in 
ca. 50 Zelllceme pro Ansatz innerhalb eines marfcierten Bereichs unter Verwendung des Mikroinjektionssystems AIS 
40 der Flrma Carl Zeias, Gottingen, Deutschland einzein InJIzlert. AnschiieQend wurden die Zelien weitere drel Stunden 
Inkubiert. FQrdie Mikrolnjektion wurden BoroslGkat-GlaskaplllarenderFirma Hllgenberg GmbH, Malafeld, Deutschland 
mit einem Sprtzendurchmesser unter 0,5 fjjn vorbereitet. Die Mikrolnjektion wurde mit einem Mikromanipulator der 
Firma Narishige Scientific instrument Lab., Tokyo, Japan durchgefuhrt. Die injektionsdauer betrug 0,8 Seiainden, der 
Druck ca. 100 hPa. FOrdie Transfektion wurde das PlasmU pCDNA-YFP venvendet, das ein ca. 800 bpgroQesfiamHI/ 
45 EcoRI-Fragment mit dem Gen des YFP Im Vektor pcDNAS enthfilt. Die in die Zeilkeme Injizlerten Proben enthielten 
0,01 Mg/fU pCDNA-YFP sowie an DextFan-70000 getoppeltes Texaa-Rot in 14 mM NaCi, 3 mM KCi, 10 mM KPO4, pH 
7,5. Zi^tziich wurden ca. 1 00 pi RNA mit eIner Konzentration von 1 ^M, bzw. 375 |iM im Fail der L-dsRNA, zugegeben. 
[0040] Die Zeiien wurden bei Anregung mit Licht der AnnegungsweDenlange von Texas-Rot, 568 nm, bzw. von YFP, 
486 nm, mitteis eines Fiuoreszenzmikroskops untersucht Einzeine Zeiien wurden mittels eIner digitaien Kamera do- 
so kumentierL Die Figuren 4 a - e zeigen das Ergebnia fiQr NIH3T3-Zellen. Bei den in Fig. 4 a gezelgten Zelien ist sen- 
se-YFP-6sRNA, in Fig. 4 b e/itfaenae-YFP-ssRNA, In Rg. 4 0 dsRNArYFP, In Fig. 4 d kelne RNA und In Fig. 4 e L- 
dsRNA ir^'izierl worden. 

[0048] Das Jeweiis llnke Feld zeigt die Fluores^nz von ZeOen, die mit 568 nm angeregt wurden. Rechts ist die 
Ruoreszenz derseiben Zeiien bei Anregung mit 468 nm zu sehen. Die Texas-Rot-Fiuoreszenz aiier dargesteiiten Zelien 
55 zelgt, dafi die Injektlonsldsung erfblgrelch in die Zeilkeme apptizlert wurde und getroffene Zelien nach drel Stunden 
noch lebendig waren. Abgestorbene Zelien zeigten keine Texas-4W-Fluoreszenz rriehr. 

[00$(q Die jeweite rechten Fekler der Figuren 4 a und 4 b zeigen, dafl die Expression des YFP bei injektion der 
einzeiatranglgen RNA in die Zeilkeme nicht stehtbar Inhlbiert wurde. Das rechte Feld der Fig. 4 c zeigt Zeiien, deren 
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YFP-Fluore52enz nach Injektion von dsRNA-YFP nicht mehr nachweisbar war. Fig. 4 d z^lgt als Kontrolle Zellen, in 
die keine RNA Injizlert worden war. Die in Fig. 4 e dargestellte Zeile zelgt durch die Injeidion der L-dsRNA. die zum 
YFP-Gen aequenzhomoioge Berelche aufweisl, eine nicht mehr nachweisbare YFP-Fluoreazenz. Dieses Ergebnis 
belegt, dad auch IcQrzere dsRNAs zur spezifischen Inhibition der Genexpresslon be! SSugern verwendet werden Ic5n- 
nen, wenn die Doppelstrange durch chemische Nferknupfung der Einzeistrange stabilislert werden. 

Literatur 
[0051] 

Asanuma, H., Ito, T., Yoshida, T., Liang, X. & Komiyama, M. (1999). Photoreguletion der Bildung und Dissoziaflon 
eines DNA-Dupiexes durch c^tra/i^-fsomerisierung einer Azobenzoieinheit An^w. Chem. Ill, 2547-2549. 

Azhayeva, E., Azhayev, A., Auriola, S., Tengvall, U.. Urtti, A. & Lonnberg, H. (1997). InhOiltDry properliea of double 
helix fomiing circular oligonucleotides. Nuct. Adds Re& 25, 4954-4961 . 

Casteili, J., Wood, K A. & Youie, R J. (1 998). The 2-5A system In viral Infection and apoptosls. Btomed. Phama- 
colter 52, 386-390. 

Doiinnaya. N.G., Blumenleld, M., Mevenkova. I.. Oretsl<aya, T.S., iOynetskaya, N.F., ivanovskaya. IWI.G., Nteseur, 
VI. & Shabarova, Z.A. (1993). Oligonucleotide circularizatlon by template-dfracted chemkiai ligation. Aftic/. Addb 
Res. 21, 5403-5407. 

Expert-Bezanoon, A.. Mllet, M. & Carbon, P (1983). Precise localization of several covalent RNA-RNA cross-link 
In Escherichia coH 16S RNA. Eur. J, Biochem. 136, 267-274. 

Firop A., Xu, S., IMontgomery, M.K., Koetas, SA, Driver, S.E. & Mello, C.C. (1998). Potent and specific genetto 
interference by doiAle-stranded RIM In CaenornabdiUs etegans. Nature 391 , 806-811 . 

Geo, H., Yang, M., Patel, R. & Cook, A.F. (1995). CiniHilaizatton of oiigonucieotkles by disulfide bridge formatton. 
Nad. Adds Res. 23, 2025-2029. 

Giyaznov, S.M. & l^inger, R.L (1993). Template controlled coupling and recombination of oligonucleotide blocks 
oonlainlng thiophosphoryi groups. Nucf. Adds Res. 21, 1403-1408. 

Kaufman, R.J. (1999). Double-etranded RNA^cOvafted protein kinase mediates vims-Induced ^»ptosis: A new 
role tor an oM actor. Rdc. Afaff. Acfid. Scf. aSA 96, 11693-11695. 

Lipson, S.E. & Heaivt, J.E. (1988). Psoralen cross-linking of rfbosomai RNA. in Me&iods in EnzymotogyAimf- 
mous pp. 330-341. 

Uu, Z.R., Sargueii. B. & Smith. C.W. (1998). Detection of a novel ATP-dependent cross-linked protein at the 5' 
splice site-UI small nuclear RNA duplex by methylene bluemediated photo-cross-linking. Mot. Cell. Bid 18, 
e91&<920. 

Micura, R. (1999). Cyclk: oiigoribonucleotldes (RNA) by solidphase synthesis. Chem. Eur. J. 5, 2077-2082. 

Skripkin, E., Isel, C, Marquet, R., Ehresmann, B. & Ehresmann, C. (1996). Psoralen crossiinking between human 
Immunodeficiency virus type 1 Rl^ and primer tRNAgM«. Nud. Adds Res. 24, 609n514. 

Wang, S. & Kod, E.T. (1994). Circular RNA oligonucleotides. Synthesis, nudek: add binding properties, and a 
comparison wHh circular DMAs. Nud. Adds 22, 2326-2333. 

Wang, 2. & Plana, T.M. (1998). RNA conformation in the Tat-TAR complex determined by site-specific photocross- 
linklng. Biochem. 36, 6491-6499. 

Watklns, K.P. & Agablan, N. (1991). In vivo UV crose-ilnking of U snRNAs that patidpate in tiypenosome trans- 
splldng. Genes &Deve/opme/if 5, 1859-1669. 



8 



EP1 144 623 B1 



Wengel. J. (1999). Synthesis of 3-C- and 4-C-brBnched oligodeoxynudeotides and the deveiopment of locked 
nucleic acid (LNA). Atx. Chem. Res. 32, 301 -310. 

Zwieb, C, Ross, A., Rinke, J., Melnke, M. & Brimacomkw, R. (1 978). Evidence tor RNA-RNA cnoss^Dnlc fbrmatton 
5 in Escherichia coli ribosomes. Nud. Adds Res. S, 2705-2720. 

SEQUENZ PROTOKOLL 

[oosq 

10 

<110> Kreutzer Dr., Roland 
Limmer Dr., Stephen 

<1 20> Vsrfahien und Medikament zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Qens 
<130> 400988 
IS <140> 
<141> 

<150> 199 03 713.2 
<151> 1999-01-30 
<160> 199 66 568.6 
» <151> 1999-11-24 

<160>8 

<170> Patentin Ver. 2.1 
<210> 1 
<211>45 
25 <212>DIM 

<213> ICQnstllche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstllchen Sequenz EcoRI-Schnlttetelle, T7-RNA-Polymerasepromolor 
<400>1 

30 

ggaa^tct&a cacgaeteac tatagggcga teagatctct agaag 45 

<210>2 
S5 <211>50 

<212> DIMA 

<213> KQnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kCinstiichen Sequenz: 
40 BamlHl-SchnittBteDep SPe-RNArPolymerasepnomotor 
<400>2 

gggatceatt taggtgacac tatagaatac ccatgategc gtagtegata . 50 

45 

<210> 3 
<211>340 
<212> RNA 
so <213> KQnsUiche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: RiSIA, die einer Sequenz aus der ''positive control DMA" das HeLaS- 

cribe Nuclear Extract in vitro Transkriptionskits der Firma Promega entspricht 

<400>3 

89 
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ucagaucucu agaagcuuua augcgguagu uuaucacagu. uaaauugcua acgcagucag 60 ■ 
gcaccgugua ugaaaiicuaa. caaugcgcuc aucgucaucc ucggcacogu cacccuggau 120 
gcuguaggca- uaggciiuggu uaugccggua cugccgggcc ucuugcggga uaucguccau 180 
uccgacagea. ucgccaguca; cuauggegug cugcuagcgc uauaugcguu gaugca^uuu 240 
cuaygcgcac ccguueucgg ageacuguce gaccgeuuug gccgcogccc aguccugcuc 300 
gcuuegcuac uuggagecae uaucgacuae gegaucaugg 34Q 

<210>4 
<211>363 
<212> DMA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung derkunstllchen Sequenz: DNA, die elner Sequenz aus der "positive control DMA" des HeLaS- 

cribe Nuclear Extract In vitro Tnsinskriptionsklta der Firma Promeaa entepricht 

<400>4 

tcagatctct agaagcttta acgcggtagt ttatcacagt taaattgcta acgcagteag 60 

gcaccgtgca tgaaatctaa caatgcgctc atcgtcatcc tcggcaccgt caccctggat 120 
gctgtaggca taggcttggt tatgccggta ctgccgggcc tcttgcggga tatcgtccat 180 
teegacagca tcgccagtca ctatggcgtg ctgctagcjgrc tatatgcgtt gatgcaattt 240 
ctatgcgcac ccgttctcgg agcactgtcc gaccgctttg gccgccgccc agtcctgctc 300 
gcttcgct:ae ttggagecac tatcgactac gcgatcatgg cgaccacacc cgtcctgtgg 360 
ate 

363 

<210> 5 

<211>315 

<212>RNA 

<213> KOnsUlche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnatfichen Sequenz: Sequenz au8 dem YFP-Gen 
<400>6 

auggfugagGa.iagggbgaggaA;gcugi^ ggggug^c ccauceuggu cgageuggac 60 
flgcgocsguaa^cggcfcacaa ffuucagcgug* uccggcgagg gcgagggcga ugcM^ 120 
ggcaagcuga cccugaaguo caucugcacc accggcaagc ugoccgugce cuggcccaec 180 
cucgugacca.. cccugaccua cggcgugcag ugcuucagcc gcuaccccga c'caaaugaag 240 
cagbacgacu uc^ucaaguc ^gccaugcce gaaggcuacg uccaggagcg qaccauciiuc 300 
uucaaggaeg acggc 3i5 

<210>6 

<211>52 

<212>DNA 

<213> Kunstllche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnsUichen Sequenz: EooRl^chnWstelle. T7.RNA4»olymerBsepfoniolor. komplemen- 
t^er Bereteh zum YFP-Qen . 
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<400>6 

ggaattctaa tacgactcac tatagggcga atggtgagca agggcgagga gc 52 

5 

<210>7 
<211> 53 
<212>DNA 

<213> KQnsUiche Sequenz 
10 <220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: BamHl-Schnittstelle, SP6-RNA-Polymera8epromotor, komplemen- 

tgrer Bereich zum YFP'<>en 

<400>7 

15 ... 

gggacceatt taggcgaeac tacagaatac- gecgtcgtce -ttgaagaaga tggr S3 

<210>8 
<211>21 
20 <212>RNA 

<213> KQnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der KQnatllchen Sequenz: RMA, die einer Sequenz aus dem yfP-Qen ^isprtcht 
<400>8 

2$ 

uogagcugga cggegacgua a .21 ' 



30 

PaitenlaneprOGhe 

1. Verfahren zur Hemmung der Expression einee vorgegebenen Zielgens in einer Zelie in vitro, wobei ein Oligoribo- 
nukleotld von aus zwei separaten RNA-Einzetstrgngen gebildeter doppelstringlger Slrulctur (d&RNA) in die Zelie 

36 eingefuhrt wird, wobei ein Strang der dsRMA einen zum Zelgen Icomplementaren Berelch aufweist, 
dadurch gelcennzeiGhnet, dafi 

der icomplementfire Bereich weniger ale 25 aufeinanderfolgende Nuldeotidpaare auKveiet. 

2. Verfaiiren nach Anspruch 1 . wobei die delRNA in miceliare Stiulduien, vonugsweise in Upoeomen, eingeschioasen 
40 wird. 

3. Verfahren nach einem der vortiergehenden Anspruche, wobei die dsRNA in virale naturiiche ICapslde oder In auf 
chemisohem oder enzymatischem Weg hergestelite kunstlicha Kapside oder davon abgeleitete Stnjicturan einge- 
schioeeen wird. 

45 

4. Verfahren nach einem der vortiergehenden Ansprfiche, wobei das Zieigen in euicaryontischen Zellen exprimiert 
whd. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei das Zieigen aus der foigenden Gruppe ausgewdhit 
so tet Onl(ogen, Cytoldn-Gen, Id-Protein-Gen, Enlwicldungsgen, Priongen. 

6. Verfahren nach einem der vortiergehenden AnsprOche, wobei das zieigen in pathogenen Oiganismen, vorzugs- 
weise in Plasmodien, exprimiert wird. 

66 7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei das zieigen Bestandteii eines virus oder Viroids ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei das Virus ein humanpathogenes Vims oder Vlroid let. 
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9. Wrfahren nach Anspiwh 7. wobel das Virus Oder Vlroid einliei^ oder pflaiBenpathogenes Viois oder ViroW isL 

AbbauinderZaieodereinerDisBoriaJtanlndtaElnrBteWnoaertoegeri^^ . e wn 

1Z Verfehren nach einem der vorheigehenden Anapriiche. wobel derdurchdie torrplemenlfiien NuMeolktean be- 

13. vertahren nach einem dervortieigehenden Anaprtlche. wobel die ctiemlsche VerfcnOpfting dureh eine kovalents 
Waals- Oder StapelungswchseMrtainBen. Oder dureh Metoll-lonenkoordi^^ 

14. >^ren nach einem der vorherflehenden Ansprflche, wobel die chemlsdie verknQpfUng an mlndeatens eInem 
vwrug8we«eanbeideri.Endenderdoppel8lrangigenStniklurherge8telitwiRj. """"""Bna einem. 

7Z^^^^i!!^!^f^^^ dleNferblndungsgruppen vomiflaweise PolHoxyp^06phi^ioooxy- 

1,3-1>rapandiol)-und/bderPDlyelhyienglyool-l<0tten8ind. tf- f «w«y 

16. Vertahren nach einem der vorherflehenden AnsprOche, wobel die chemlsdHi VbifaiOpfuno dunih In der doppalat- 
ffingigenSlruWuranstellevonPurinenbenutzienPurinanalogagebildeJwIixl. H"""^'" wraoppaw 

Ansprucrie. wobel die chanyacha VMmmikjng diith in die doppalst- 
rftnglgeStnilchjrelngaftjhrteAzabenzoleinheitengebildetwird. 

18. Vertahren na* einem der vorhefgehenden Ansprflche, wobei die chemische VbclcnOpfung duioh in der dODoeist- 
iwglganSlnJduranateilevonNuldaolldanbeniJManvei™^ 

K?*"^ ? """" Methylenblau: bllunktlonella Gnippen. voRugs^fttaS BIs- 

(2<hloret^yl}^mln:N.ace^yl^•.(p.glyoxyl^)enzoyl)<y8tamin;4-Thiw 

20. V|Brtahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobel. die chemlache VerknIVAjng durch an dan Endan 
derdoppeisWnglgen StruWur angebiachte Thlophosphoiyl^mppen geblWet wird. 

21. VBi^'«n nach eirMm dervorhergehenden Anapnlche, wobei die chemische VtiiKnl^Xkjng an den Enden derdop- 
peiatringigen Stmictur durch TMpalhelMlndur^an hergeslBit wird. icnuwioeroop- 

^' ^M*"^.*'™!" Ansprflche. wobel mindestens eine ^-Hydioxylgruppe der Nuideoiide 

^ ITlSlf ^ «>rt»'Behenden Ansprflche. wobel mindestens ein NukieoVd in mIndesJens einem 

24. Vertahren nadh einem der vorhergehenden Ansprflche. wobel die dsRI^A an mindestens eIn von einem Via* 

28. vertahren nach eiiem der vortiergehenden Ansprflche. wobei das HQilprotein vom Poiyomavinja abgeleltet 1st! 

26. VertBhrennartelnemdervortieigehendenAnsprOche.wobaldasHOBpK^ 

das VlRja-Proleln 2 (VP2) des Polyomavlnjs enthSit. ^ ' 
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27. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspwche, wobei bei Bildung eines Kapsids Oder kapsidartigen Ge- 
bildes aus dam HOItprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids Oder kapsidartigen Gebildes gewandt isi 

28. Verfahren nach einem der vortiergehenden AnsprOche, wobei ein Strang der dsRNA zum prtmiren Oder praraa- 
s sierten RNA-Transkript des Zlelgens kompiementar ist 

29. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die Zeiie eine Vertebratenzelie oder one mensch- 
licheZelleist. 

10 30. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei mindestens zwei voneinander verschiedene dsR- 
NAs In die Zelle elngefuhrt werden, wobei ein Strang jeder dsRNAzumlndest abschnittsweise komplementir zu 
Jewells einem von mindestens zwei verschiedenen Zielgenen ist 

31. Verfahren rach einem der vortiergehenden AnaprOche, wobei einea der Zlelgene das PKR-Qen iat. 

15 

32. Medlkament mit mindestens einem Oligorlbonukieotid von doppelstrfingigeraus zwei separaten RNA-Einzeistran- 
gen gebildeter Struktur (dsRNA) zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zlelgens, wobei ein Strang 
der dsRNA einen zum Zielgen komplementdren Serelch aufwelst, 

dadurch gekennzeichnet, dail 
20 der komplementare Bereich weniger ats 25 aufeinanderfbigende Nukleofidpaare aufweist 

33. Medlkament nach Anspruch 32, wobei die dsRNA verpackt in mk:eDare Stnjkturenp vorzugsweise in Uposomen, 
vorliegt. 

25 34. Medikament nach einem der AnsprQche 32 oder 33, wobei die dsRNA in viraie natQrIiche Kapside oder in auf 
chemiachem oder enzymatischem Weg hergeatelite kOnslllche l^psMe oder davon abgeleitete Stmkturen einge- 
schioeaenlsL 

35. Medlkament nach einem der Anspftiche 32 bis 34, wobei das Zlelgen in eukaryontischen Zeilen exprlmiertw ist. 

38. Medlkament nach einem der AnsprOche 32 bia 35, wobei das Zieigen aus der Ibigenden Qruppe ausgewahit ist: 
Onkogen, cytokin-Qen, Id-Protein-Qen, Entwickiungsgen, Priongen. 

. 37. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 36, wobei das Zieigen in pathogenen Organismen, vorzugsweise 
36 in Piasmodien, exprimierbar ist. 

38. Medlkament nach einem der AnsprOche 32 bis 37, wobei das zieigen Bestandteil einea Vims oder Viroids 1st 

38. Medikament nach Anspaich 38, wobei das Virus ein humanpathogenes Vims oder Viroid ist. 

40 

40. Medikament nach Anapiijch 38, wobei das Virus oder Viroid ein tierpathogenes VInjs oder Viroid Ist 

41 . Medlkament nach einem der AnsprOche 32 bis 40, wobei die dsRNA abschnittsweise doppelstrangig ausgebildet 
iat 

45 

42. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bla 40, wobei (fle Enden der dsRNA modlfiziert werden, um einem 
At>bau In der Zelle oder einer Dissozlatton in <fie Elnzelstrdnge enlgegenzuwirken. 

43. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 42, wobei der durch die komplementfiren Nukieotidpaare bewirkte 
50 Zuaammenhalt der doppelatrangigen Struktur durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, weitere chernlsche Ver- 

knOpfung/en ertidht wird. 

44. Medlkament nach einem der AnsprOche 32 bis 43, wobei die chemische Vertcnupfung durch eine kovaiente Oder 
tonische Bindung, eine WiasserstoffbrOckenbindung, hydrophobe Wechselwtrlcungen, vorzugsweise van-der- 

ss Waals* Oder Stapelungswechselwirlajngen, Oder durch Metali-ionenkoordination gebiidet wird. 

45. Medlkament nach einem der" AnsprOche 32 bis 44, wobei die chemische VerknOpfung an mindestens einem, vor- 
zugsweise an belden, Enden der doppeistF^ngigen Struktur hergestelit wird. 
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46. Medikamenl nach einem der Ansprvchs 32 bis 45. wobei die chemische XferfcnOplvrQ mKtoto einer oder m«hieier 
VBrblndungsgruppen geblldet ist. wobei die Vsibindungsgruppen voizugswelse Poly^axyphosphlniooaxy-1 .»<>ro- 
pandlol}- und/bder Polyelhylenglycol-KeHen sind. 

47. iviedikament nach einem der AnsprQche 32 bis 46, wobei die chemische VMoiQpfung durch in der doppeistiangi- 
gen Stniidir arwteiie von Purinen benutzten Purinamioga gebHet let. 

48. Mediiameni nach einem der Anspmche 32 bis 47, wobei die chemische VerknQpfUng dureh in die doppelstrSnaige 
Stnjidur eingeschaitete Azabenzoleinheilen gebiidei isL 

48. Medilnment nach einem der AnsprOche 32 bis 48. wobei dte chemische VarioiGpfung duich in der doppeisbSngl- 
gen Strulctur ansteiie von hJuldeoaden benutzten venweigten NiMeotldanaioga geblid^ isL 

60. lUledikament nach einem der AnsprQche 32 tts 49. wobei zur Herstellung der chemischen VbrlcnQpAjrxi mindeste- 
nes eine der foigenden Givppen benutzt wird: Methylenbiau; bifunldionelle Giuppen, vorziqsweise Bis-(2-chiore- 
ihyl>«min; N-eoe^l-N--(pgiyo9vl-benzoylH;ystBniin; 4-Thioureca; Psoialen. 

61. Medikament nach einem der Anspiflche 32 bis 60, wobei die chemische VerknCipftjng dureh an den Enden der 
doppelstrfingigen Stnjiclur voigesehene TTiiophosphoiyl-Qnjppen gebiidet Isl. 

52. iMedilmment nach einem der Anspiflche 32 bis 51. wobei die chemisdie V^Qptung en den Enden der doppei- 
strangigenStnildurvofgeseheneTripelhelix-Bindungensind. 

53. IMediltament nach einem der AnsprQche 32 bis 52. wobei mindestens sine 2'-h1ydrDxylgiuppe der NuidsoOde der 
dsRI^ in der doppeistringlgen StnMur durch eine chemische Giuppe, votzugswelse ekie 2'-Amlno- oder eine 
2'-Melhy|gruppe, erselzl lot 

64. Medikament nach einem der AnsprQche 32 bis 53, wobei mindestens ein NuMeolid in mindestens einem Strang 
derdoppeistrangigen stiuktur ein "locked nudeoOde' mit einem. voizugswelse dmh ekie T-0. 4'-C-IMettiylenbffik- 
w ke, chemisch modifizierten Zuckerring ist. 

66. IVIedikament nach einem der AnsprQche 32 bis 64, wobei die dsR^4A an mindestens ein von einem Vims stam- 
mendes. davon abgeleltoles oderein synthetisch hergestelites viraies HQIIproteIn gebunden. damit assoziiert oder 
davon umgeben ist 

36 

66. Medikament nach einem der AnsprQche 32 bis 65, wobei das HQIIproteIn vbm Potyomavirus abgeleH^ isL 

57. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 56, wobei das HOIIproteIn das Virus-Prolein 1 (VP1) und/oder das 
Vin«-PrDtein2CVP2)desPolyomBvlnj8efith«. \ y 

68. Medikament nach einem der AnsprOche 32 bis 67, wobei bel BikJung einea Kapsids oder k^nklartlgen Gebldes 
aus dem HQIIpnteIn die sine Seite zum Innersn des Kapsids oder kepsidMlgen Gebiides gewandt ist. 

»■ MedikamentnacheinemderAn8pmche32bls58,wobeielnStrarBderdsRMAzumpiimaBnoderpi^^ 
« i^NA-TranskriptdesZieigenshomplementirisL 

80. Mediininent nach einem der AnsprOche 32 Us 58. wobei dte ZUie eine Vbrtebratenzelie oder eine menschltehe 
Zelleist 
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61 . Medilcameni nach einem der AnsprQche 32 bis 60, wobei darin mindestens zwei voneinander verechiedene dsR- 
NAs enthalten sind. wobei ein Strang Jeder dsRMA zumindesi abachnlttmetoe kompiementar zu Jewelis einem 
von mindestens zwei verschiedenen Zielgenen ist 

62. iUediicamenI nacli Anspnjch 61 , wobei eines der Zieigene das PKR-Gen ist. 

63. WirkstoffmitmindestenseinemOilgoribonuldeotld vondoppe^ RNA-Elnzeistrangen 
gebfideler Stiuktur (dsRNA) zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens. wobei ein Strang der 
dsRNA einen zum zfeigen komplemervtSren Bereicti aulwelst, und wobei das Zielgen Bestandteil eines pflanzen- 
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pathogenen Virus Oder Viroids ist, 
dadurch gekennzeichnet, daQ 

der komplemehtdre Benaich waniger als 25 airfeinandarfolgenda Nukleotidpaare aiifweist. 
s 64. WirkstDfT nach An^>nich 63, wobei das Zielgen in eukaryontiachen Zellen exprimieitar iat 

65. WirkstolT nach Anspruch 63 odar 64, wobei dia dsRNA abschnittsweise doppelatrangig ausgabildat lat 

66. WirkstDir nacli eir^em der Anspruche 63 bis 65, wobei die Enden der dsRMA modifiziert worden, urn einem Abbau 
10 in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzeistrange entgegenzuwiricen. 

67. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 66, wobei der durch die komplementdnan Nutdeotidpaana bewlrkte 
Zusammenhalt der doppelatrflngigen Struktur dunch mindestens eine, vorzugswelse zwei, weltere chemlsche Ver- 
knOplung/en erttorit wind. 

15 

68. Wirkstoff nach einem der Anspruche 63 bie 67, wobei die chemiache Verfcnupfung durch eine kovalente oder 
tonische Bindung, elne WasseratoffbrQckenbindung, hydrophobe Wechseiwirkungen, vorzugaweiae van-der- 
Waals- Oder Stapelungswechselwirkungen, oder durch MetHli-lonenkoordination gebildet wird. 

20 69. Wirkstoff nach einem der Anspruche 63 bis 69. wobei die chemische Verknupfung an mindestens einem, vorzugs- 
welse an beiden, Enden der doppelsMnglgen Struktur hergestellt wird. 

70. WirkatDfT nach einem der AnapnQche 63 bis 69, wobei die chemische VBrknQpf^ng mittela eiher oder mehrerer 
Verbindungsgruppen gebildet ist, wok>ei die Verbindungsgnjppen vorzugsweise Poly-(axypho8ph8nkxKixy-1 «3-pro- 

25 pandiol}-und/oder Polyethyienglyool-Ketten sind. 

71 . WirkstofT nach einem der Anspruche 63 bis 70, wobei, die chemische VerknCiplung durch in der doppeistrangigen 
SlruMur ansteile von Purlnen benulzten Purlnanaioga get)iidet ist. 

30 . 72. Wirkstoff nach einem der Anspruche 63 bis 71 , wobei die chemische VerknCipfung durch In die doppeistrgngige 
Slmktur eingeschaitete Azabenzoieinheiten gebildet lat 

73. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bla 72, wobei die chemische Verknupfung durch In der doppeiatrdngigen 
Struktur anstelie von NuldeotUen benutzten verzweigten NuMeotManaioga geblidet ist 

74. WirkstofT nach einem der AnsprOche 63 bis 73, wobei zur Herstellung der chemlschen VerknQplUng mindeslenes 
eine der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifiinkdoneiie Gnjppen, vorzugswelse Bia-(2-chior^hyl)- 
amin; N-eoetyl-N4pglyoxyi-benzoyi)-cystamin; 4ThiourBcil; Psoralen. 

40 75. Wirkstoff nach einem der Anspruche 63 bis 74, wobei die chemische Verknupfung durch an den Enden der dop- 
pelstringigen Struktur vorgesehene Thtophosphoryl-Gnjppen gebildet ist. 

76. Wirkstoff nach einem der AnspiOche 63 bis 75, wobei die chemische VerknOpfung an den Enden der doppelstrSn- 
glgen Struktur vorgesehene Tripelhsllx-Bindungen sind. 

45 

77. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 76, wobei mindestens eine Z-Hydroj^njppe der Nukieotkle der dsR- 
NA in der doppeistrdrigigen Struktur durch eine chemische Gnjppe, vorzugswelse eine 2*-Amlno- oder eine 2*- 
Methylgruppe, ersetzt Ist 

so 78. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 77, wobei mindestens ein NuMeodd in mindestens einem Strang der 
doppeistringlgen Stniktur ein "locked nudeotkle' mit einem, vor-. zugsweise durch eine 2*-0, 4'-C-Me1hylenbrOk- 
ke, chemlsch modifizierten Zuckerring let. 

79. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 76, wcbei ein Strang der dsRNA zum primfiren oder prozesaierten 
ss RNArTranskriptdesZleigenskomplementarist 

60. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 79, wobei daiin mindestens zwei voneinander verschledene dsRNAs 
enthalten tind, wobei ein Strang Jeder dsRISIA zumindest abschnlttsweise kompiementfir zu Jewelis einem von 
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mindeslens ZMwl vwBcMedenen Zlelgenen tot 

81. ^rwendung einss OligoribonuldeoUds von doppelstrangigsr aus zwei separaten RNA-Braetetrangen gebildeter 
Stnjkhjr-(d8RNA) zur Herslellung eines Medlkaments Oder Wlilcstoffe zur Hemmung der Expression eines vorge- 
gebetien Zielgens, vinbei ein Strang der dsFiNA einen zum Zielgen Komplefnenlaren Bereich aufweist 
dadurch gekennzeictinet, das 

der tomplementare Bewlch wenlger ate 25 auWnanderiblgende NuHeoM 
^ wliS'*"^ ^"^^ *^«"P«*"" mIoellareStnjIcturBn. vorzugswelse in Uposomen, 

83. Usrwandung nach elnem der AnsprtJche 81 oder 82. wobei die dsRNA In virale natOrllche Kapslde Oder In auf 
cheirtschem Oder enzymatlschem Wag hergestellte kflnsUlche Kapslde oder davon abgeleitete Strnktuien einge. 
8crilo888n ist. . 

84. VbnwndungnBchainemdarAn8prOche81 bia 83, wjbai das Zielgen In eukaryonfechenZelleriexpriiniertor^^^ 

87. Vanwendung nach elnem der Ansprtiche 81 bis 86. wbel das Zielgen Bested 

88. Venvendung nach Anspmeh 87, twoM das VhJS eIn humanpathogenes Vhjs oder VIrold Ist. 

89. Vemwndung nach Anspmeh 87. wobei das WusoderViroid ein tier- Oder pnarzenpatt^ 

98. J^™«ndungnacheinemdBrAnspriiche81 bi8 89.wobel dled8RNAabschnltt8wel8edoppeisWngbau8geblldet 

91. Vbiwendung nach elnem der AnsprO^ bis 90. wobel die Enden der dsRIMAmodHiziertslnd. urn elnem Abbau 
In der Zaile Oder einer Dissozlatlon In die EInzelgtrBnge entgegenzuwlrlcen. 

92. Verwendung nach einein der Ansprflche 81 bis 91, wobei der durch die Nukksotidpaare bewlrfde Zusammenhalt 
ertiSf***'^'''^ StraWur durch mindestens efcie, votzugsweise zwei, weitare chemiactie WitoiOphing/bn 

93. Verwendiffig nach einem der Ansprflche 81 bis 82, wobei die chemlsche VerknQpfung durch eine kDvalente oder 
jonische Bindung, eine WtaaenriDffbrOckenblndung, hydrophobe Wechseiwirlajngen, vofzugsweise van^et^ 
Waais- Oder SiapeiungswBchsalwIrkungen. Oder duich Metail-lonenki>oidlnaltan geW^ 

94. Verwendung nach einem der Anspritahe 81 bis 93. wobei die chemlsche VertoiQpfijng an mindestens einem vor- 
zugsweise an beiden. Ehden der doppetetrSngigen Struidur hergestelit Ist 

<terAn8prache81 bte 94, wobei die chemlsche VbrknOpfungmltteiselner oder mehreier 
VtorWn^ngsgnypengebildet ist. wobei die Verbindungsgruppenvoi^ 

pandlol}-und/t>derPDlyethylenglycol-KetlBnslnd. iv ^ wwy 

96. Venvendung nach elnem der AnsptMie 81 bis 85. wobei die chemlsche VbrtcnOplung durch m der doppetetrgn- 
gigen Stnildur anstelie von Purinen benutzten Purinanaloga gebUdet Isl 

97. Venwendung nach einem der Anspruche 81 bis 98. wobei die chemlsche VbrknOpfting durch m die doppeistianal- 
genStnjkturelngefuhrleAzabenzblelnheitengeblldetist. hh" w 

98. Venvendung nach elnem der Anspr«che 81 bis 97, wobei die chemlsche VerknQpfung durch m der doppelaHn- 
glgen StniMur anstelie von NuldeoHden benutzten veizwelgten Nukleotldanaloga geUid^ IsL 
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89. Verwendung nach einem der An^ruche 81 bis 98, wobei zur HeretQilung der chemischen Vericnupfung mindests- 
nes eine der folgenden Giuppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktioneile Gruppen, vorzugsweise Bis- (2-chlo- 
rethyl) -amin; N-eoetyl-f^- (p^lyo3cyl4»nzoyl)K:y8l^ Peoralen. 

100. Verwendung nach einem der Anspriiche 61 bis 99, wobel die chemische VerknQpfung durch an den Enden der 
doppetotrdngigen Struktur angebrachta Tbiophosphoryl-Gruppen gabildet Ist. 

101. Vaiwendung nadi einem der AnsprQche 81 bb 100, wobei die chemiache VerlcnQptUng an den Enden der dop- 
pelstrangigen Stmlctur durch Tripeihelix-Bindungen hergesteOt ist 

102. VeiwendunB nach einem der Anspnjche 81 bis 101 , wobei mindestens eine 2 -Hydroxyignjppe der Nukleotide der 
dsRNA in der dcppelstrgngigen Stniktur durch eine chemische Gruppe, vorzugsweise eine 2-Amino- oder eine 
?-Methylgmppe, ers^ ist 

103. Vantfendung nach einem der Anspruche 81 bis 102, wobei mindestens ein Nuldeatid in mindestens einem Strang 
derdoppeistrangigen Strukturein "locked nucleotide" mit einem, vorzugsweise durch eine 2'-O,4'-G-Methylenbr0l^^ 
ke, chemisch modifizlerten Zuclcerrlng ist. 

104. VenA^endung nach einem der AnsprOche 81 bis 103, wobei die dsRNA an mindestens ein von einem Virus starrv 
mendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergestslttes virales Huliprotein gebunden, damit assoziiert oder 
davon umgeben ist 

105. Ventfendung nach einem der AnsprQche 81 bis 104, wobei das HQllprotein vom Poiyomavtms abgeieitel ist. 

106. Venvendung nach einem der AnsprOche 81 bis 105. wobei das Huilprotein das Vims-Protein 1 (VPI) und/oder 
das Virus^Protein 2 (VP2) des Polyomavims enthdit. 

lOT.VenArendung nach einem der AnsprQche 81 bis 106, wobel be! Biidung eines Kapsids Oder kapsidartigen GebiMes 
aus dem HQIiprotein die eine Seito zum inneren des Kai^skls oder kapskJartigen Gebiides gewandt ist. 

10B.VBntfendung nach einem der AnsprOchedl bis 107, wobei ein Strang der dsRIMAzum primdren oder prozessierten 
RI^Ttanskript des Zieigens Icompiementflr ist 

109.Ventfendung nach einem der AnsprOche 81 bis 108, wobei die Zeiie eine Vertebratsnzelle oder eine menschltohe 
Zelieist 

liaverwendung nach einem der Ansprtiche 81 bis 109, wobei mindestens zwei voneinander verschiedene dsRNAs 
verwendet werden, wobei ein Strang Jeder dsRNA zumindest ak>schnitt8weise kompiementdr zu Jeweiis einem von 
mindestens zwei verachiedenen Zteigenen ist 

1 1 1. VlBrorendung nach Anspmch 110, wobei eines der Zieigene das PKR-Qen ist. 

112. VenArendung nach einem der AnsprQche 81 bis 111. wobei das Medikament in die Biutbahn oder das interstitium 
dea zu ttierapierenden Organismua irijizierbar ist. 

1 13. ViBntfendung nach einem der AnsprQche 81 bis 112, wobei die dsRNA in Baktsrien oder Mikroorganismen aufge- 
nommenist. 

114. VienArendung eines Vddors zur Kodierung mindestens eines Oiigoribonukieotkis von doppelstrfinglger aus zwei 
separaten RNA-Einzelstrangen gebikleter Stmktur (dsRNA) zur Hersteilung eines Medikaments Oder Wirkstoflis 
zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zietgens, wobei ein Strang der dsRNA einen zum Zieigen 
kompiement&ren Beretch aufweist, 

dadurch gekennzeichnat, dali 

der komplementfire Bereich weniger ais 25 aufeinanderfbigende NukieotMpaare auft^^^at 

115. Venvendung nach Anspruch 114, wobei das 23eigen in eukaryontisGhen Zeiien exprimierbar ist. 

116. VlBnArendung nach Anspmch 114 oder 115, wobei dasZi^gen aus derfbigenden Gmppe ausgewdhtt ist: Onkogen, 
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Cytokin-Gen, ld-Piuteirv<3en, Entwiddungsgen. Priongen. 

117. \feiwendung nach einem der Anspruche 114 bis 116. wobei dasZielgen in pathogenen Oiganismen. vorzugsweise 
In Rasmodlenp exprlmlerbar Isl. 

118. Vi9rwendung nach eInem der AnsprOche 114 bis 117, mbel dasZielgen Bestandteil eines Virus oderVlrpids ist. 
ilS-Wnwendung nach Anspmch 118, wobei das Virus ein humanpathogenes Vims Oder Viroid ist. 
120-Vefwendung nach Anspruch 1 18. wobei das Virus Oder Viroid eIn tier- oder pfianzenpathogenes Virus Oder Vlioid 



IZI.Venwendung nach eInem der AnsprQche 114 bis 120, wobei die dsRNA abschnittsweise doppelstrSngig ausgebil- 
delist. 

122.VenYendung nach einem derAnspKiche 114 bis 121, wobei ein Strang der dsRNAzumprirngren oder pioressier- 
ten RiSIA-Transia-ipt des Zielgens tornpiernentfir isL 

mvenwendung nach einem der AnsprQche 114 bis 122, wobei die Zeiie eine Vbrtebratenzelle Oder eine menschOche 
Zeileisi 



124.Venvendung nach einem der Anspriiche 114 bis 123. wobei mindestenszwei voneinander verschiedene dsRNAs 
venwendet werden, wobei ein Strang Jeder dsRNA zumindest abschnittsweise kompiementSr zu Jeweils einem von 
mindestens zwei verschiedenen Zieigenen ist 

126.Visntfendung nach Anspmch 124, wobei eines der Zieigene das PKR-Gen ist. 



daima 

1- Method for inhibiting the expression of a given target gene in a ceii in vitro, where an oiigoribonudeotide with 
double-stranded stmcture (dsRIMA) formed by two separate RNA single strands is introduoed into the cell, where 
one strand of the dsRNA has a region which is complementary to the target gene, 
characterized in that 

the complementary region has less than 25 aucoessive nucleotide pairs. 
Z Method according to claim 1, where the dsRrJA is enclosed by miceliarstmctures, preferably fay liposomes. 

3- Method according to erther of the preceding claims, where the dsRNA is enclosed by natural viral capsids or by 
chemically or enzymaticaUy produced artificial capsids or stmctures derived therefrom. 

4. Method according to one off the preoedingdairns, where the target gene is expressed 

5. Method according to one of the preceding claims, where the target gene is selected Irom the following group: 
oncogene, cytoldn gene, Id-protein gene, development gene, prion gene. 

6. Method according to one of the preceding daims, where the target gene Is mpressed in pathogenic organisms, 
pr^rably in Plasmodia. 

7. Method according to one of the preceding clairrw, where the targ^ gene Is part of a virus or vl^^ 

8. Method according to claim 7, where the vims is a virijs or viroid which Is patho^ 

9. Method according to daim 7, where the virus or viroid is a vims or viroid which is pathogenic fbr animals or phy- 
topathogenlc. 

10. Method according to one of the preceding dalrns, where segments of the dsRNA are 



18 



EP1144623B1 

1 1 . Method according to one of the preceding claims, where the ends of the dsRNA are modified in order to counteract 
degradation In the cell or dissociation into the single strands. 

12. Method according to one of the preceding claims^ where the cohesion of the double-stranded atmcture, which is 
s caused by the complementary nucleotide pairs, is increased by at least one, preferably two, further chemical linkage 

(8). 

13. Method according to one of the preceding clalmSp where the chemical linkage ia formed by a covalent or ionk: 
bond, a hydrogen bond, hydrophobic interactions, preferably van-der-Waals or stacking Interactions, or tyy metal- 

10 ion coordination. 

14. Method acoording to one of the preceding claims, where the chemical linkage Is generated at at least one, preferably 
both, ends of the double-stranded atmcture. 

IS 15. Method acoording to one of the preceding claims, where the chentical linkage is formed by means of one or more 
compound groups, the compound groups preferably being poly(oxyphosphinkxx}xy-1,3-propanedk)i) and/or poly- 
ethylene glycol chains. 

16. Method according to one of the preceding claims, wtiere the chemical linkage is fomied by purine analogs used 
20 in the douk>le-stranded structure in place of purines. 

17. Method acoording to one of the preceding clalmSp where the chemteal linkage la fbrmed by azabenzene unita 
Introduced Into the double-stranded atmcture. 

25 18. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage is formed by branched nucleotide 
anatoga used In the double-atranded structure in plaoe of nucleotides. 

19. Method according to one of the preceding claims, where at least one of the folkiwing groups is used for generating 
the chemical linkage: methylene blue; bifunctional groups, preferably bi8(2Hshioroethyl)amlne; N^acetyl-N'-(p-gly- 

30 oxylbenzoyl)cystamine;4-thk»jrBcil;p6orBlene. 

20. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage la formed by thiophosphoryl groups 
provided at the ends of the double-stranded structure. 

3S 21. Method acoording to one of the preceding claims, where the chemical linkage at Ihe ends of the double-stranded 
structure ia formed by trlple-helb( bonds. 

22. Method according to one of the preceding claims, where at least one 2'-hydroxyi group of the nucleotides of the 
dsRNA in the double-stranded structure Is replaced by a chemlcai group, preferably a ?-«mino or a 2'-methyl group. 

40 

23. Method according to one of the preceding cialma, wtiere at least one nucleotide in at least one strand of the double- 
stranded structure is a locked nucleotide with a sugar ring which Is chemically modiTied, preferably by a 2*-0, 4'-C- 
methylene bridge. 

45 24. Method according to one of the preceding claims, where the dsRNA is bound to, associated with or sunounded 
by, at least one viral coat protein which originates from a virus, is derived therefrom or has been prepared aynthet- 
tealiy. 

29. Method according to one of the preceding cialrn8,¥irhere the coat protein is der^ 

so 

29. Method acoording to one of the preceding claims, where the coat protein contains the polyomavlnis virus protein 
1 (VP1) and/or virus protein 2 (VP2}. 

27. Method according to one of the preceding claims, where, when a capsid or capaid-type structure is formed from 
GS the coat protein, one Side faces the intertor of the capskl or capsid-type atmcture. 

28. Method eccording to one of the preceding claims, where one strand of the dsRNA is complementary to the primary 
or processed RNA transcilpt of the target gene. 
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29. Method according to one of the preceding daime, where the cell is a vertebrate oeil or a human celi. 

30. Method according to one of the preceding claImB, where at least two dsRNAs which differ from each other aie 
introduced into the cell, where at least segments of one strand of each dsRNA are complementary to in each case 
one of at least two dilVerent target genes. 

31 . Method according to one of the preoedbig ciaims, where one of the target genes Is the PICR gene. 

32. Medicament with at least one oligoribonucleotide with double-stranded stmcture (dsRNA) formed by two separate 
RNA single strands for Inhibiting the expression of a given target gene, where one strand of the dsRNA has a 
region which is oomplemenlary to the target gene, 

characlerized In that 

the complementary region has less than 25 sucoessfve nucleotide pairs. 

33. Medicament according to claim 32, where the dsFWsJA Is enclosed by nticeilar stiuctures, preferably by Gposomes. 

34. Medicament according to either of claims 32 or 33, where the dsRNA is enclosed by natural viral capsids or by 
chemically or enzymatically produced artificial capsids or stnjctures derived therefrom. 

35. Medicament according to one. of claims 32 to 34, where the target gene can be expressed in eukaryotic cells. 

36. Medicament according to one of claims 32 to 35, where the target gene Is selected ftom the Ibllowing group: 
oncogene, cytoltin gene. Id-protein gene, devetopment gene, prion gene. 

37. MedlGsment according to one of claims 32 to 36, where the target gene can be repressed in pathogenicorganisms 
preferably in Plasmodia. 

38. Medicament according to one of claims 32 to 37, wvhere the target gene is part of a vims or viroid. 

39. Medicament according to claim 38, where the vims is a viais or viroid which is pathogenic for humans. 

40. Medicament according 1o daim 38, where the virus or viroid is a vims or viroid which is pathogenic tor animals. 

41 . Medicament according to one of claims 32 to 40, where segments of the dsRfOA are in double-stranded forni. 

4a Medicament according to one of claims 32 to 40, where the ends of the dsRNA are modified In order to counteract 
degradation in the ceH or dissociation into the sin^e strands. 

43. Medicament according to one of claims 32 to 42, where the cohesion of the double-stranded structure, which Is 
caused by the complementary nucleotide pairs, is increased byat least one, preferably two, further chemicalliniQge 



44. Medicament according to one of claims 32 to 43, where the chemical linlcage Is formed by a oovalent or ionic bond, 
a hydrogen bond, hydrophobic Interactions, prefsrabiy van-dep-Waals or staddng Interactions, or by metal-iori 
coordlnatton. 

45. Medicament according to one of claims 32 to 44, where the chemical linlcBge is generated at at least one, pr^rabiy 
both, ends of the double-stranded structure. 

48. Medicament according to one of claims 32 to 45, where the chemical linlcage is formed by means of one or more 
compound groups, the compound groups preferably being poty(oxyphosphlnlcooxy-1 ,3-propanediol) and/or poly- 
ethylene glycol chains. 

47. Medicament according to one of claims 32 to 46, where the chemical linkage is tbrmed by purine analogs used in 
the double-stranded stmcture in place of purines. 

48. Medicament according to one of claims 32 to 47, where the chemical linlcage Is ibrmed by azabenzene units 
inserted Into the double-stranded stnjcture. 
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49. Modicament according to one of claims 32 to 48, where the chemicai Gnkage is fbrfned by branched nucleotide 
enalogs used in the double-stranded structure in place of nucleotides. 

60. Medicament according to one of dafms 32 to 49, wtiere at least one of the following groups Is used for generating 
s the chemicai iinlcage: methylene blue; bifiinctional groups, preferably bis(2-chloroe1hyl)amlne; N^acetyl-N'-(p^- 

ox^berm^) - cystamine; 4-thiouracil; psoralene. 

61. Medicament according to one of claims 32 to 50, where the chemicai linkage is ffomied by thlq>ho8phoryl groups 
provided at the ends of the double-stranded stRJctura. 

10 

52. Medicament according to one of claims 32 to 51 , where the chemical Gnkage are [sic] triple-hellx bonds prcyvlded 
at the ends of the double-stranded structure. 

63. Medicament according to one of claims 32 to 52, where at least one Z-hydroxyl group of .the nucleotides of the 
15 dsRNA In the double-stranded staicture is replaced by a chemical group, preferak>ly a ?-emino or a 2'-methyi group. 

64. Medicament according to one of dalms 32 to 63, where at least one nucleotide in at least one strand of the double- 
stranded stnjctura Is a looked nucleotide with a sugar ring which Is chemldally modified, prsfsrably by a 2'-0, 4'-C- 
methylene bridge. 

55. Medicament according to one of claims 32 to 54, where the dsRNA is bound to, associated with or surrounded by, 
at least one viral coat protein which originates from a virus, is derived therelrom or has been prepared synthetically. 

56. Medicament aooording to one of claims 32 to 55, where the coat protein is derived from the polyomavlrus. 

25 

57. Medicament according to one of claims 32 to 66, where the coat protein contains the polyomavtms vims protein 
1 (VP1) and/or vinjs protein 2 (VP2). 

56. Medicament according to one of claims 32 to 57, where, when a capski or capsld-type structure Is formed from 
30 . the coat protein, one side faces the Interior of the capsid or capsld-^pe staicture. 

69. Medicament according to one of claims 32 to 58, where one strand of the dsRNA Is comptementary to the primary 
or processed RNA transept of the terget gene. 

35 60. Medicament according to one of claims 32 to 59, where the cell is a vertebrate cefl or a human cell. 

61. Medicament according to one of claims 32 to 60, where at least two dsRNAs which differ from each other are 
conteined in the medicament, where at least segments of one strand of each dsRlvlA are complementary to In each 
case one of at least two diflterent target genes. 

40 

62. Medicament according to claim 61 , where one of the target genes is the PKR gene. 

63. Active ingredient with at teast one ollgoribonucleotide with doubie-strended structure (dsRN A) formed by two sep- 
arate RNA singte strands for Inhibiting the expression of a given target gene, where one strand of the dsRNA has 

45 a region whteh Is comptementary to the target gene, and where the target gene Is part of a phytopathogenic vims 
orvirokl, 

characterized in ihat 

the complementary region has less than 25 successive nucteotide pairs. 
so 64. Active Ingredient according to claim 63, where the target gene can be expressed in eukaryotk: cells. 

65. Active Ingredient according to claim 63 or 64, where segmente of the dsRNA are in doubie-stmnded fomt 

66. Active Ingredient according to one of claims 63 to 65, where the ends of the dsRNA are modified In order to 
60 counteract degradatten in the cell or dissociation Into the singte strands. 

67. Active ingredient according to one of claims 63 to 66, where the cohesion of the double-stranded structure, which 
te caused by the complementary nucleotide paira, is increased by at least one, preferably two, further chemical 
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Iink8ge(8). 

68. AclivB ingredient according to one of claims 63 to 67, where the chemical Unlcage is foimed by a covalent or Ionic 
bond, a hydrogen bond, hydrophobic mteraellons, prefeFaUy van-der-Wtaals or stacking Interactions, or by metal- 

ion cooniinatlon. ■ r 

69. AcUve Ingredient according to one of claims 63 to 68, where the chemical linkage is generated at at least one 
prBferably both, ends ofthe double-stranded structure. ' 

70. Active ingredient according to one of claims 63 to 69. where the chemical linkage Is formed by means of one or 
more compound groups, the compound groups preferably being poly(oxyphosphlnioooxy-1.SDrDpanediol) andAw 
polyethylene glycol chains. 

71. AclivB ingredient according to one of claims 63 to 70, where the eheirtcal linkage is femied by purine anatoos 
used in the double-stranded stnicture in place of purines. 

7Z Active ingredient aeoording to one of claims 63 to 71 , where the chemleai linkage is fbrmed by azabenzene units 
inserted into the double-etranded structure. 

73. ActivB ingrBdienteccording to oneof claims 63 to 72, where the chemical linkage is fbmied by branched nudeotide 
anatogs used in the douUe-elranded stnicture in place of nucleotides. 

74. Adtye ingedienl according to one of claims 63 to 73. where at least one of the tbltowir« groups is used Ibr 
erahrig the chemical Dnkage: methylene blue; bifunctionai groups, preferably bis(2-«hloroethyi}amine: N- 
Bcetyi-N'-(p-glyaxyibenzoyi)cy8tomine; 4-thlourBCii: psofBiene. 

78. Active ingredtont aeooidlng to one of claims 63 to 74, where the chemical Unkage is Ibnned by ttitophosphcryl 
groups provided at the ends of the doubl&«trandedatnjcture. r / 

78. Active Ingredient according to one of dams 63 to 75, where the chemical linkage are tilple-heEx bonds provMed 
at the ends of the doubi»«tranded structure. 

77. Active ingredient according to one of dalms 63 to 76. where at least one 2'-hydrT«yl giDup of the nudeotkies of 
the dsRNA In the douUe-etrended stwdure Is replaoed by a diemhal group, preferably a 2'-amino or a 2'-inethyi 

group. ' 

78. Acttve ingredient according to one of daims 63 to 77, where at least one nudeotides at least one strand of the 
double-stranded stnicture is a lodced nudeotUe with a sugar ring which is chemically modified, prelerebly by a 
2'-0, 4'-C-melhylene bridge. 

79. Active ingredient according to one of daims 83 to 78, where one strand of the dsRNA Is compiemert^ 
primary or processed RNA transcript of the target gene. 

80. Ad!vBingredientaccordingtooneofclairii863to79,whereati6a8ltwod8RNAawhichdilfer1hjmBad>^^^ 
contained in the adive ingredient, where at least segments of one strand of eadi dsf^ are complementary to 
in each case one of at least two dilferBnt target genes. 

81. Mwofanoilgoi1bonucleotidewlthdouble^rtranded8lrudure(dsRIW)fonnedbytwoseparBteRIW 

for preparing a medicament or active Ingredient for inhibiting the expresston of a gh«n target gene, where one 

strand of the dsRNA has a region whteh Is oompiementafy to the target gene 
chareeterlied In that 

the complementary region has less than 25 successive nudsolkJe pair*. 

82. Use according to daim 81. where the dsENA is endosed by mioeiiar slmdures, prelkirably by liposomes. 

83. Use according toeHherof dalms 81 or82. wherethedsRI^ is endosed by natuiai viral capsids orby dwmlcally 
or enzyrnaUcaiiy produced BrUfldai capslds or structures derived therefrom. 
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84. Use according to one of ddms 81 to 83. where the target gene can be expressed in eukaryotic cells. 

85. Use according to one of claims 81 to 84, where the target gene is seleded from the following group: oncogene, 
cytoMn gene, Id-protein gene, development gene, prion gene. 

s 

88. Use according to one of claims 81 to 85, where the target gene can be expressed In pathogenic organisms, pref- 
erably in Plasmodia. 

87. Use according to one of dalms 81 to 86, where the target gene is part of a virus or viroid. 

10 

n. Use according to daim 87, where the vinjs is a vims or viroid which is pathogenic tor humans. 

89. Use according to daim 87, where the vims or viroid is a vims or virold which Is pathogenic for animals or phy- 
topathogenic. 

IB 

90. Use according to one of daims 81 to 89. where segments of the dsRfiiA ere In double-stranded toim. 

91 . Use according to one of daims 81 to 90, where the ends of the dsRNA are modified In order to counterad degra- 
dation in the oeli or dissodatton into the single strands. 

20 

92. Use aooording to one of claims 81 to 91, where the cohesion of the double-stranded strudure, which is caused 
by the complementary nudeoHde pairs, is increased by at least one, preferably two, Itjrther chemical llnkageCs). 

93. Use according to one of claims 81 to 92, where the chemicai linkage is formed by a covaient or Ionic bond, a 
25 hydrogen bond, hydrophobic Interections, preferabty van-der-Waals or stacking Interadions. or by metal-ton co- 
ordination. 

94. Use according to one of daims 81 to 93, where the chemicai linkage is generated at at least one, preferably both, 
ends of the doubie-stranded strudurs. 

30 

95. Use according to one of dalms 81 to 94, where the chemical linkage is formed by means of one or more compound 
groups, Ifie compound groups preferably being poly(oxypho8phlnk»oxy-1 p3-propanedtoi) and/or polyethylene gfy- 

ool chains. 

36 98. Use according to one of claims 81 to 95, where the chemical linkage is formed by purine analogs used in the 
double-stranded atmcture In place of purines. 

97. Use according to one of dalms 81 to 98, where the chemicai linkage is formed by azabenzene units introduced 
into the double-stranded strudure. 

40 

98. Use according to one of dalms 81 to 97, whm the diemical linkage is formed by branched nudeotkle anatogs 
used ki the double-stranded stnjcturs in place of nucleotides. 

99. Use according to one of dalrrs 61 to 98, where at least one of the fdlowing groups Is used for generating the 
45 chemical linkage: methylene blue; bifoncttonai groups, pr^rably bls(2-chtoroethyi}amlne; ISI-ace1yi-N'-(p-giyoxy- 

lbenzoyl)-cy8tamine; 4-thtouradl; psoralene. 

100. Use according to one of claims 81 to 99. where the chemical linkage is formed by thiophosphoryl groups attoched 
to the ends of the double-etranded strudure. 

50 

191.Use according to one of dalms 81 to 100, whers the chemical linkage at the ends of the double-stranded structure 
is fomied by triple-helix bonds. 

1(l2.Use according to one of dalms 81 to 101, where at least one Z-hyAmyl group of the nucleotides of the daRNA 
60 In the doutrie-stranded structure Is replaced by a chemical group, preferably a 2'-amlno or a Z-methyl group. 

103-Use according to one of claims 81 to 102. where at leest one nucleolkle In at least one strand of the double- 
stranded strudure is a locked nucleotide with a sugar ring whtoh is chemically modified, preferably by a 2-0, 4 -C- 



23 



EP 1144 623 B1 

methylene bridge. 

104.Use accsordirtg 1o one of claims 81 to 103. where the deRNA is txxind to, associated with or sunxiunded tiy, at least 
one viral ooat protein which originates tarn a vImSp is derived therefrom or has been prepared synthetically 

lOS-Use according to one of claims 81 to 104, where the coat proleln Is derived from polyomavlrus 

108. U8e according to one of claims 81 to 105, where the coat protein contains the polyomavima vims protein 1 (VP1} 
and/or vims protein 2 (VP2}. 

1D7.Use according to one of claims 81 to 106, where, when a capsid or capsid-type structure Is tormed from the ooat 
protein, one side faces the Interior of the capsid or capsld-type stivdune. 

106.Use according to one of claims 81 to 107, where one strand of the dsRNA is complementary to the primary or 
processed RNA transcript of the target gene. 

109. Use according to one of claims 81 to 108, where the eel Is a vertebrate ceO or a human cell. 

110. Use according to one of claims 81 to 1 09, where at least two dsRNAs which differ from each other are used, where 
at least segments of one strand of each dsRNA are complementary to in each case one of at least two different 
target genes. 

1 ll.Use according to claim 110, where one of the target genes is the PKR gene. 

112. Use according to one of claims 81 to 111, where the medicament Is injectable into the bloodstream or Into the 
Interstitlum of the organism to undergo therapy. 

113. Use according to one of claims 81 to 112, where the dsRNA is taken up irrto bacteria or microorganisms. 

1 14. Use of a vector for coding at least one oiigoribonucleotide with double-strended stnjcture (dsBNA) formed by two 
separate RiMA singte strands for preparing a medicament or adhre Ingredient for Inhibiting the expression of a 
given target gene, where one strand of the dsf%NA has a region which Is complementery to the target gene, 
characteriaed in thai 

the complementary region has less than 25 sucoesshre nudeotide pairs. 
1 1 6.Use according to claim 114, where the target gene can be expressed in eukaryotlc cells. 

116. Use according to dalm 114 or 115, where the target gene Is selected from the fotlowlng group: oncogene, cytoicln 
gene, Id-pnotein gene, development gene, prion gene. 

117. Use according to one of claims 114 to 116, where the target gene can be expressed in pathogenic organisms, 
preferably In Plasmodia. 

liaUse according to one of dairns 114 to 117, where the target gene is part of a virus or viroid. 

1 19.U8e according to dalm 118, where the virua is a vims or vlrdd which Is pathogenic fbr humans. 

12(I.Use according to claim 118, where the virus or virdd is a virus or virold which is pathogenic for animals or phy- 
topathogenia 

121. U8e according to one of claims 114 to 120, where segments of the dsRNA are In double-stranded fbmi. 

122. Use according to one of claims 1 14 to 121, where one strand of the dsRNA is complementery to the primary or 
procesaed RNA transcript of the target gene. 

123. Use according to one of claims 114 to 122, where the ceil is a vertebrate ceil or a human ceD. 

124. Use according to one of daims 114 to 123, where at least two dsRNAs which differ ftom each other are used, 
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where at least segments of one etrend of each dsRNA are complementary to In each case one of at least two 
different target genes. 

12S.Use acoordlng to dalm 125, where one of the target genes Is the PKR gene. 

0 

Revendications 

I. Proo^d^ dinhibition de Pexpression d*un ghne cible donn6 dans une cellule In vitro, dans lequel un digoribonu- 
10 deotide d'une statcture double biin (ARNdb) fbmiee de deux ARN simple brin separes est introduit dans la cellule, 

un brin de TARNdb prdsentant une region oompldmentaire du gdne dble, 
caract6ris6 en oe que 

la n6glon oompl6mentalre pr^sente moins de 25 palres de nuddotides suocesshres. 

15 Z Procede selon la revendication 1 , dans lequel PARNdb est Incorpore dans des structures mioellaires, de priferenoe 
dans des liposomes. 

3. Proo6d6 selon I'une dee ravendlcationa pr6c6dente8, dans iequel PARNdb eait incorporft dans des capsldea natu- 
relles virales ou dane des capsides artifidelies, prdpardes par vole chimique ou enzymatique, ou dans des struc^ 

20 tures en derivant. 

4. ProoidS selon rune des revendications prSc^dentes, dans iequel le gdne dUe est ^eprirnd dans des cellules 
eucaryotes. 

26 5. Prooddd selon Tune des revendications prdoddefites, dans lequel le gdne dble est sdledlonnd parmi le groupe 
sulvant oncogene, gdne de cytoidne, g6ne d'td-protSine, gdne de ddveloppement, gdne de prion. 

e. Proo6d6 selon mne des revendications pr6c6dentes, dans lequel le g&ne dble est exprim6 dans des organismes 
pathogdnes, de prdfdrence dans des piasmodies. 

30 . 

7. Proo6d^ selon mne des revendications prte6dentes, dans lequel le g6ne dble est une composante dim vims ou 
tfunvlroYde. 

8. Proo6dd selon ia revendication 7, dans lequel le virus est un virus ou un viroTde pathogdne humain. 

9. Proo6d6 selon ia revendication 7, dans lequei le vime ou le viroTde est un virus ou un vlrDTde pathogdne animal 
ouv6g6tal. 

10. Precede selon Pune des reven<jteatlons pricedentes, dans tequel I'ARNdb est r§allsd en double brin sur cerialnes 
40 portions ou segments. 

II. Procede ^lon Tune des revendlcatbns precedentes, dans iequel les extremitds de i'ARNdb sont modifldes pour 
oonlrer une degradation dans ia cellule ou une dissociation en simples brins. 

^ 12. Proo6d6 selon Pune des revendications pr6c6dentes, dans lequei la cohesion de ia atnicture double brin, occa- 
sionnte par les pairea de nudtetides compi6mentaires, est rehforofo par au mdna une, de pr6f6renoe deux, autre 
(s) llaison(s) chlmi(^e(s). 

13. Proc6d6 selon i'une des revendications pr^dentes, dans iequel la liaison chimique est Ibrm^ par une liaison 
so covaiente ou ionique, une liaison par pontage tfhydrogdne, des Interactions hydrophobes, de pr^fSrence des 

Interactions yan der Waals ou d'empiiement, ou par une coordination Ionique mdtaliique. 

14. Proo6d6 selon i'une des revendications prte^dentes, dans iequel ia liaison chimique est r6aiis6e au niveau tfau 
moins une, de pr6fl6renoe au niveau des deux extngmit6s de la structure double t>rin. 

15. Prooddd selon i'une des revendications prto^entes, dans iequel la liaison chimique est formde au moyen d^jn 
ou de piusleurs groupes de Dalson, les groupes de lelson 6tant de pr6f§rence des chelhes poly^oxyphosphlnioo- 
axy-1 ,3-propanedIol)- et/Sou poty6thyl6neglycoi. 
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16. Prooede selon Tune des revendications precedentes, dans lequel la liaison chlmique est fbrmde par das analogues 
de purine ulilisds d la place de |a purine dans la structure double brin. 

17. Proo6d6 seion I'une des revendlcatlons pnfic6dentes, dans iequel la liaison chlmique est Ibmide par des mofife 
azabenzdne introduits dans la stmcture double brin. 

18. Prooede selon Tune des revendicatjons precedentes, dans lequel la liaison chlmique est ftvmee par des analogues 
nuddotldiques ramifite uHils^s d la place de nudtotldes dans la stmcture double brin. 

19. Prooede selon I'une des revendications precedentes. dans lequel on utUise au molns un des groupes suivanfs 
pour former la liaison chlmique : bleu de methylene ; groupes bifonctionnels, de prdfidrenoe une bls^2-chlorodthyl) 
amine ; N-ac6tyl-N'-(p-glyoxyl-ben2oyl)Kv«tamine; 44Noufadle ; psTO 

20. Proo6d6 selon rune des revendications prfic&Jentes, (tens iequel la liaison chlmique eatformto par des groupes 
thiophosphoryle appliques au niveau des extremites de la strodure double brin. 

21. Proo6d6 selon lline des revendicaOons pr6c6dentes, dans lequel la liaison chlmique est fbrni6e au niveau des 
extr6mit6s de la structure double brin par des liaisons en triple bailee. 

22. Prooede selon I'une des revendications precedentes, dans iequel au moins un groups 2*-hydroxyle des nucleotides 
de PARNdb est romplaod dans la stmcture double brin par un groupe chlmique, de pi^fdrenoe un groupe Z-amlno- 
ou 2*-m6thyie. 

23. Prooede selon l*une des revendications precedentes, dans iequel au moins un nucleotide d'au moins un brin de 
la stmcture double brin est un "nucleotide fermd" presentant un cycle sucre modifld chlmiquement, de preference 
par un pent 2'-0/4'-C-m6thyiene. 

24. Proo6de selon mne des revendications pr6o6dentBS. dans iequel I'ARNdb est \\& k, associ6 k ou entour^ par au 
moins une proteine enveloppe virale provenant d\in virus, derivde de ceiui-cl ou febriquee par yoie synthetique. 

25. Proc&l6 selon rune des revendications pr^oSdentes, dans iequel la protdlne enveloppe est ddrlvde d^un poiyo- 
mavims. 



26. Prooede seion Tune des revendications pr6c§dentes, dans lequel la proteine enveloppe contient la protdine virele 
1 (VP1) et/ou la proteine virale 2 (VP2) du polyomavirus. 

27. Proo6de seion i'une des revendications pnficedentes, dans lequel, lors de la formation d^une capslde ou d'une 
stmcture de type capslde k partir de la protdine enveloppe, un cote est toumd vers rinterleur de la capslde ou de 
la stmcture de type capslde. 

28. Proo6d6 seion rune des revendications pr6o6den1es, dans lequel un brin de I'ARNdb est compiementaire du trans- 
cript d'ARN primaire ou Iraite du gdne dble. 

29. Proo6de selon I'une des revendications pr^cddenteSp dans lequel la celiule est une cellule de veriebre ou une 

cellule humalne. 

30. Proodde selon rune des revendications precedentes, dans lequel au mofns deux ARNdb dfflerents I'un de I'autre 
sont introduits dans la cellule, un brin de cheque ARNdb etant oompiementaire au moins sur certaines portions 
ou segments de respecflvement un d'au moins deux gdnes dbles dHMrents. 

31 . Proodde selon I'une des revendications precedentes, dans lequel un des gdnes clble esl le gene PKR. 

32. Medicament oomportant au moins un oligoribonucl6o1ide rfune stmcture double brin (ARNdb) fbnnde de deux 
ARN simple brin separes, destine k inhlber rexpresslon d'un g^ clble donne, un brin de I'ARNdb presentant une 
region compiementaire du gene ctbiOp 

caractirise en oe que 

la region compiementaire prdsente molns de 25 paires de nuddotides suocesshres. 
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33. Medicament selon la ravendication 32, dans lequel I'ARNdb est empaque^ dans des structures micellaires, de 
pr^rence des liposomes. 

34. Medicament selon rune des revendlcations 32 ou 33, dans lequel I'ARNdb est incorpord dans des capsldes na- 
ff turelles virales ou dans des capsldes artificielles, pr^par^es par voie chlmlque ou enzymalique, ou dans des stnic- 

tures en ddrivanL 

35. Medicament selon rone des revendications 32 ^ 34, dans lequel le g6ne dUe peut 6tre expr1m6 dans des cellules 
eucaryotes. 

10 

36. Medicament selon Puns des revendications 32 a 35, dans l^uel le gene cible est ^lectionnd pamii le groupe 
sulvant : oncogene, gdne de cytokine, gene did-protdine, gdne de ddveloppement, gdne de prion. 

37. Medicament selon rune des revendications 32 d 36, dans lequel le gdne cible peut dtre exprime dans des orga- 
15 nismes pathogenes, de preference dans des plaOTodies. 

38. Medicament selon I'une des revendications 32 e 37, dans lequel le gene cible est une composante d'un virus ou 
d*un viroTde. 

20 39. Medicament seion la revendicalion 38, dans lequel le virus est un virus ou un viroTde pathogens humain. 

40. Medicament selon la ravendication 38, dans lequel le vims ou le virofde est un virus ou un vf roTde pathogftne animal. 

41 . Medicament selon i'une des revendiGations 32 e 40, dans lequel I'ARNdb est realise en double brln sur certaines 

29 portions ou segments. 

42. Medicament selon rune des revendications 32 ft 40, dans lequel lea extremites de TARNdb sont nrxidifiees pour 
contrer une degradation dans la cellule ou une dissociation en simples brins. 

30 43. Medicament selon I'une des revendications 32 a 42, dans lequel la cohesion de la structure doutHe brin, occasion- 

nee par las paires de nucleotides oompiementaires, est renforcee par au moins une, de preference deux, autre 
(8) ila!8on(8} chlmique(s). 

. 44. Medicament selon I'une des revendications 32 6 43, dans lequel la liaison chlmlque est formee par une liaison 
3S covalente ou ionique, une liaison par pontage d*hydrogene, des interactions hydrophobes, de preference des 
interacflons Van der Waals ou d'empHement, ou par une coordination lonlque metalllque. 

48. Medicament selon I'une des revendications 32 d 44, dans lequel la liaison chimique est realisee au niveau d'au 
moins une, de preference au niveau des deux, extr6mltes de la structure double brln. 

40 

48. Medicament selon rune des revendications 32 k 45, dans lequel la liaison chimique est formee au moyen (fun ou 
de plu^eurs groupes de liaison, les groups de liaison etant de preference des chaTnes poly-(oxyphosphinlco- 
oxy-1 ,3-propanedlol}- et/6u polyethylenegiycoL 

46 47. Medicament selon I'une des revendications 32 e 46, dans lequel la liaison chimique est formee par des analogues 
de purine utilises k la place de la purine dans la structure double brln. 

48. Medicament selon Pune des revendications 32 a 47, dans lequel la liaison chimique est formee par des motife 
azabenzene Introduits dans la stmcture double brln. 

so 

49. Medicament selon i'une des revendications 32 d 48, dans lequel la liaison chimique est formee par des analogues 
nudeotidiques ramifies utilises d la place de nucleotides dans la stnicture double brln. 

50. Medicament selon iljne des revendications 32 & 49, dans lequel on utilise au moins un des groupes suivants pour 
65 former la liaison chimique : bleu de methylene ; groupes bifonctionnels, de preference une bls-(2-Ghloroethyl) 

amine ; N-acetyl-N'-(p-giyoxyl-benzoyl)-(vstamlne ; 44hiouradle; psoraiene. 

51. Medicament selon rune des revendications 32 k 60, dans lequel la liaison chimique est formee par des groupes 
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thlophpsphoiyle prdvus au niveau des extrdmHds de la structure double brin. 

52. MMcament salon Tune des nsvendications 32 d 51 . dans lequel la liaison chimique est oonstituee par des liaisons 
en triple au niveau des ^^nrilt^ de la stmc^jre double bri^^ 

53. ^^^^i selon Pune des revendlcatlons 32 6 52. dans lequel au molns un groups 2'.hydfoxyle des nuoldotides 
ou2-meitiyle, . 

54. MddkBment selon rune des revendlcalione 32 d 53. dans lequel eg molns un nuddoHde d-au molns un brin de la 
sbudure double bnn est un "nudtoUde faind" prteentant un pyde sucre modifid chimiquement. da preference 
par un port y-O.^-C-mOhyldne. .««pn»BrBnoB 

M. MMicament selon mne des revendlcations 32 d 54, dans lequel I'ARNdb est 116 k, asaocM b ou 6rttaur6 par au 
moins une proline enveloppe virale provenart itun virus, ddilvte de celui-cl ou febriqude per vole synthdt^ua 

66. M^'nent sflion l-une des revendjcaOons 32 ft 65, dans lequel la prat^lne enveloppe est dfirivfe dMn po|yDma- 

i"SL«Tl '^T 'vendications 32 6 56. dans lequel la protilne enveloppe oortlent la proline virale 

1 (VP1} etftxj la preUlne viraie 2 (VP2) du potyomavirus. 

68. M6dicament selon mne des revendlcallons 32 d 67, dans lequel, lore de la formation dMne capeide ou d-une 
^ strudure de type capside a partir de la protdlne enveloppe, un o0t6 est toumd vera nntWeur de la ccnide ou de 

la structure de type capside. ««^<wwiwuuo 

69. M«dicarmnt selon rune des revendications 32 A 58. dans lequel un brin de PARNdb est oomplAmartalre du tmns- 
cnptdARNprimaireou1rait6dugdnecible. 

30 «0- M6di<amertselonrunedesrBvendkartions32aS8,danslequellaoenute 
numaine. 

81. MMicamert selon Tune des revendlcatlons 32 a 60. dans lequel sont contenus au moins deux ARI4db dilKrents 

'""'^^ brin de cheque ARNdbfitantcomplfimertaiieaurnolnssuroertainesportloTO 

w respectivementun d-au moins deux gSneacblesdiirfirents. ««« « 

M4dican»rt selon la iBvendkallon 61, dans lequel un des gftnes dbie est le gfene PKR. 

63. Principe aclif comporlant au molns un oligoribonuddotide d'une structure double brin (ARNdb) fbrmte de deux 
ARN simple bnnsdpai^s. destined inhiberrexprssslon d'ungdnecibledonn6. un brin dePARNdb pr^sentant une 
rSgion compl^inentaire du gftne dble, et dans lequel le gftne dUe est une composante <run virus ou d-un virofde 
pathogene vegetali 
caractiriM en oe que 

la riftgion oompl6mentajre prdsente moins de 25 palres de nucl6odde8 suocessi^ 

64. Principe actif selon la rwendlcatlon 63. dans lequel 

65. Principe acjffselon la levendication 63 ou 64. dans lequel I'AR^ 
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66. Principe actif selon Tune des revendlcatlons 63 d 65. dans lequel les extrdmltds de PARNdb sont modifides pour 
oontrer une degradation dans la oellule ou une dissociation en sin^ brins. 

67. Principe actif selon lljne des revendlcations 63 d 66. dans lequel la coh^n de la structure double brin occa- 
sionn^pariespaires^ 

(s) liaison(s) chimique(s). 

68. Principe actif selon l*une des revendications 63 k 67. dans lequel la liaison chimique est form6e par une liaison 
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oovBlQnte on ionique, une liamon par pontage cf hydrogene, des interactions hydrophobes, de prdfidrenoe das 
Interactions der Waals ou d'empflament, ou par une coordination ionique m6taliique. 

69. Principe actif selon rune des revendicaflons 63 d 66, dans lequet la liaison cMmique est r6aB86e au niveau d'au 
s moins une, de pr^^rence au niveau des deux, extr6mit6s de la structure double brin. 

70. Principe actif selon l\ine des revendications 63 a 69, dans lequel la liaison chimique est fdrmee au moyen d'un 
ou de plu^eurs groupes de liaiaonp les groupes de Daison 6tant de pr6Krence des chafhes polyKoxyphosphlnloo- 
axy-1 p3-propanediol)- et/bu polydUiyl^neglycoi. 

10 

71 . Principe adrf s^on Tune des revendications 63 a 70, dans lequel la Gaison chimique est formde par des analogues 
de purine uHlis^s 6 ta place de la purine dans la structure double brin. 

72. Principe actif selon I'une des revendications 63 & 71, dans lequel la liaeon chimique est fomnfe par des motife 
IS azabenzene introduits dans ia structure double brin. 

73. Principe actif selon l*une des revendications 63 d 72, dans lequel la Daison chimique est fomte par des analogues 
nucl6otidlques ramifies ulilisds k la place de nudMkJes dans ia stmcture double brin. 

20 74. Principe actif selon I'une des revendications 63 a 73, dans lequel on utOlse au moins un des groupes suivants pour 
former la liaison chimique : bleu de mdthyldne ; groupes bifbnctionnels, de prdKrenoe une bi8-(2-chiorodthyl} 
amine ; N-ac6tyl-N'-<p-glyoxyl-benzoyO-cyatamine ; 44litouractle; psoraldne. 

75. Principe actif selon I'une des revendications 63 a 74, dans lequel la liaison chimique est formde par des groupes 
25 thiophosphoryle prdvus au niveau des extr6mlt6s de ia structure double brin. 

76. Principe actif selon rune des revendications 63 675, dans iequei la liaison chimiqueest oonstltufe par des liaisons 
en triple h61ice au niveau des extr^it^s de ia structure double brin. 

30 77. Principe actif selon Tune des revendications 63 a 76, dans lequel au moins ungroupe2'4iydroxyle des nucleotides 
de rARNdb est remptac^ dans la structure double brin par un groupe chlmiquep de pr6f6renoe un groupe Z^mlno- 
ou Z^n^ttiyle. 

78. Principe actif selon i'une des revendications 63 6 77, dans lequel au moins un nuddotlde d'au moins un brin de 
35 la stmcture double brin est un "nuci^tlde ferm6" pr^ntant un cycle sucre modl1l6 chlmiquement, de pr6f6rence 

par un pont 2'-0/4'-C-m^tTyi^ne. 

79. Principe actif selon rune des revendications 63 6 76, dans iequei un brin de rARNdb est compldmentaire du 
transcript tfARN primaire ou traitd du gdne dbie. 

40 

80. Principe adtf selon rune des revendications 63 d 79, dans lequel sont oontenus au moins deux ARNdb dIffKrents 
run de i'auire, un brin de chaque ARNdb etant complementaire au moins sur oertaines portions ou segments de 
respective ment un d'au moins deux genes cibles differents. 

45 81 . UUiisation d'un oiigoribonucl6otlde d\jne stmcture double brin (ARNdb) 1brm6e de deux ARN simple brin 86pan6s 
pour pr6parer un mddicament ou un princIpe actif destind k Inhiber rexpression d'un g^ne dble donnd, un brin de 
rARNdb pr6sentant une rdgion complementaire du gteie cible, 
caracterisee en ce que 

ia region compi6mentaire pr6sente moins de 25 paires de nudMldes suocessives. 

so 

82. litilisatlon selon la revendlcBtlon 61, dans laquelle I'ARNdb est ernpequetd dans des structures mioellalres, de 
prMrence des liposomes. 

83. Ulillsatlon seion l*une des revendications 61 ou 82, dans laquelle I'ARNdb eat Inoorpord dana des capsides nalu- 
S5 relies viraies ou dans des capsides artificielleSp pr6par6es par voie chimique ou enzymafique, ou dans des stmc^ 

tures en derivant. 



84. 



UUiisation selon I'une des revendications 81 d 83, dans laquelle le g^ne cible peut etre exprime dans des cellules 
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eucaiyotos. 

85. Umisalion Mion I'une dn revendications 81 a 84, dans bquelle le gene dble est selectionne parmi le grouw 
sulvant : oncogene, gdne de cytokine, g6ne d1d-pret6lne, gdne de ddveloppement, gtae de prion. 

88. UliliBation selon I'une des revendlcstlons 81 d 85, dans Isquele le gdne cWe peut 8tre exprimd dans des oiga- 
nismes pathogdnes. de pii$li§renoe dans dec plasmodies. 

87. UVIIsatlon salon Pune des revendications 81 & 86, dans laquelle le g6ne dble est une oomposanta d-un vinja ou 
d'unviroTde. ^ 

88. UHIteation selon la revendlcation 87, dans laquele le vinjs est w virus ou m viioide pathogdne humaln. 

89. uiill!»|jon selon la revendlcation 87, dans laquelle le virus ou le vInTde est un virus ou ui virerde pathogtae animal 
ou v6gdtal. 

90. UUlisatlon selon I'une des revendications 81 d 88, dans laquelle TARNdb etf rtelisd ft double brfn sur certalnas 
portions ou segmentB. 

•1. Utilisation selon I'une des revendications 81 6 90, dans laquelle les exti«mltte de PARNdb soni modHides pour 
oontrer une ddgradation dans la cellule ou une dbsodaUon en simples brins. 

92. UHIisatlon selon rune des revendtoationsSI d91, dans laquelle la cohdslonde la structure doubiebfin.occa8lonnfle 
par les palres de nucleotides compMinantaires, est renfbroto par au moins une, de pr6Mrence deux. autre(s) 
llal8on(8) chlmlque(s). ' ^/ 

93. UHIIsatlon selon I'une des revendications 81 i 92, dans laquelle a Daison chlmlque est form6e par une liaison 
covalente ou ionlque, une liaison par pontage d'hydrogfene, des interactions tiydrophobes, de pi«»rence des 
Interactions derWaais ou d'ernpBernent. ou par une coordlnallon ionlque mtolli^ 

94. Utilisation selon Pune des revendkalions 81 ft 93, dans laquelle ia laison chimique est idaliste au niveau d-au 
molns une, de prdfSrence au niveau des deux, exirfimitfo de la stnjcture double brin. 

85. Utilisation selon I'une des revendications 81 6 94, dans laquelle ia liaison chMque est tbrmfie au moyen tfun ou 
de plusieure groupes de liaison, les groupes de liaison fttant de pi«f«rance des ciifllnes poMoKyphosDhinico- 
axy-1,3-prepanediol}-eUDupoly«thyi6negiycol. ^-^r—r 

98. UWisallon selon I'une des revendications 81 ft 95. dans laquelle la liaison ctiimlque est Ibimfte par des analogues 
de purine uWisfts ft la piaoe de la purine dans la stnjdure double brin. 

97. UHIisatlon selon i'une dea revendications 81 ft 98, dans laquelle la llalaon chimique est Ibrmfte par des moUfe 
arabenzftnelntiodults dans iasbvcture double brin. 

98. Utilisation selon I'une des revendications 81 ft 97. dans iaquella la liaison chlmlque est Ibmifte par des analogues 
nudftoUdiquesramlflftsuliiisfta ft la place denudftolldes dans iastnjcture double brin. 

89. Utilisation selon Pune des revendications 81 ft 98, dans laquelle on utilise eu moins un des groupes suivants pour 
former la liaison dtimiqua : bleu de methylene : groupes bHbnctlonneis, de pi^ferenoe une bis^2-cliloroftthyl) 
amine ; N-ac6lyl4r-<p^lymy|.benzcyl)KyBtamlne : 44hi^ 

mutillsation selon rune des revendications 81 ft 89, dans laquelle ia liaison chimique est Ibmtfte par des greupes 
tMophosphoiyle appllqufts au niveau des exiremltfts de la sliuclure double brin. 

IW.Utiiisation seion Pune des revendications 81 ft 100, dans laquelle ia liaison chirrtque est Ibnnfte au niveau dea 
extrftmitfts de ia stmcture double brin par des liaisons en triple hftlice. 

1ltt.UtllS8tion selon Pune des revendications 81 ft 101 , dans laquelle au moins un gioupe 2'-hydrDxyle des nuclftotides 
de PARNdb est remplacft dans ia stnjcture double brin par un graupe chimique, de prftfftrence un gnupe 2'4mlno- 
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103. Utili8ation selon i'une des rQvendications 81 d 102, dsns laqueile au molns un nudddtide d*au moins un brin de 
la structure double brin est un "nucttetide ferm6" pr^sentant un cyde sucre modlfi6 ehimlquement, de prMrence 

s parunpont2-0^'-C-nn6thy1dne. 

104. Utilisation selon Pune des revendicstions 81 a 103, dans laqueile PARNdb est lie a, assode a ou entourd par au 
moins une prot6ine enveloppe virale provenant tfun virus, d6riv6e de celul-d ou fabriqu6e par vole aynthdtique. 

10 105.Utilisation selon Tune des revendications 81 a 104, dans laqueile la proteine enveloppe est derive d\in polyoma- 
vlrus. 

lO&Utllisation selon rune des revendications 61 d 105, dans laqueile la prot6ine enveloppe contient la prot6Ine virale 
1 (VP1} etftiu la prot^ine virale 2 (VP2) du polyomavtrus. 

15 

lOT.Utilisation selon Tune des revendications 81 a 106. dans laqueile lors de la formation d'une cap«de ou d'une 
structure de type capside k partlr de la priot6lne enveloppe, un odt6 est toum6 vers rintSrleur de la capslde ou de 
la structure de type capslde. 

20 108.Utilisation selon I'une des revendications 81 a 107, dans laqueile un brin de I'ARNdb est oomplementaire du trans- 
cript d'ARN prlmalre ou traKd du gdne cble. 

109.Utlllsatlon selon i'une des revendications 81 ft 108, dans laqueile la cellule est une cellule de vert6br6 ou une 
cellule humalne. 

zs 

llCUtiUsatlon selon rune des revendications 81 d 109, dans laqueile au nrioins deux AFtNdb dlffSrents Pun de ilautre 
son! utilises, un brin de chaque ARNdb 6tant compl^entalre au molns sur certalnes portions ou segments de 
respectivement un d*au moins deux g&nes cbles difT^rents. 

30 IILUtilisBtion selon la revendicatlon 110, dans laqueile un des genes dble est ie gene PKR. 

112.Utilisatlon selon rune des revendications 81 d 111, dans laqueile Ie medicament peut 8tre Injects dans ie flux 
sanguin ou dans rinterstitium de i'oiganlsme sur lequel est realisee la therapte. 

^ 1 13.UtlIlsatlon selon Tune des revendications 61 ft 112, dans laquelle i'ARNdb est recueilil dans des bact^ries ou des 
microorganlsmes. 

114. Utilisation tfun vecteur de oodage d'au moins un oligoribonucl6otide d*une structure double brin (ARNdb) fbrmte 
de deux ARN simple brin separes pour fiabriquer un medicament ou un prindpe actif destine a inhlber I'expression 

40 d*un gftne cible donn6, un brin de rARNdb prftsentant une region compltoentaire tfun gftne clble, 
carectftrlste en ce qua 

la ndglon oomplimentaire prdsente molns de 25 palres de nuddotides suocesslvas. 

1 15. UtiIisatlon selon la revendicatlon 114, dans laqueile Ie gftne dble peut 6tre exprimd dans des oellules eucaryotes. 

45 

1 16. Utilisatlon selon la revendicatlon 114 ou 115, dans laqueile Ie gftne dble est sftlectionnd parmi ie groupe sulvant : 
oncogftne, gftne de cytoidne, gftne d'Id-protftine, gftne de dftveloppement, gftne de prion. 

1 17. UtIllsatlon selon rune des revendications 114 ft 1 16, dans laqueOe Ie gftne dble peut fttre exprfmft dans des orga- 
50 nismes patliogftnes, de prftfftrence dans des pimnodies. 

1 18. UtiItsation selon I'une des revendications 114 ft 117, dans laqueile Ie gftne dble est une oomposante dHjn vlius ou 
tfunvlroTde. 

S5 1 l9.UtlIisatlon selon la revendicatlon 118, dans laqueile ie vims est un virus ou un viro'ide pathogftne humajn. 

120.UtiIIsation selon la revendicatlon 118, dans laquetle Ie virus ou le viroTde est un virus ou un vlroTde pathogftne 
animal ou vftgfttal. 
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121. Utilisation selon I'une des nevendications 1 14 k 120. dans laquelle I'ARNdb eat i^aM en double brin aur certainea 
portions au segments. 

122. Utlll8atlon selon Pune des revendlcallons 114 d 121, dans laquelle un brin de TARNdb eat compl6men1alre dli 
transcript d'ARN primalre ou traits du g^ne cible. 

123. Utilisation selon I'une des revendlcatlons 114 a 122, dans laquelle la cellule est une cellule de vertebra ou une 
cellule humalne. 

124. Utilisatton selon Pune des revendicetlons 114 a 123, dans laquelle au moins deux ARNdb diffeienis Pun de I'autie 
sent utilises, un brin de cheque ARNdb etant complementalre au moins sur oertalnes porGons ou segments de 
respecUvement un d'^u mdns deux gdnes clbles diffdrents. 

IZS-Utiliaatlon selon la revendicatlon 124, dans laquelle un dea g^nea dble est le g^ PKR. 
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Fig. 3 
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